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Le fer est un oligo-élément essentiel aux êtres vivants. En effet, il se complexe à l’oxygène dans 
l’hémoglobine et la myoglobine, et il sert également de cofacteur à de nombreuses enzymes. A 
l’inverse, l’excès de fer génère des radicaux libres entrainant des dommages cellulaires. Comme 
il n’existe pas de moyen d’excréter le fer de l’organisme, son absorption doit être finement 
régulée. Le fer provient d’une part de l’alimentation où il est absorbé par les entérocytes au 
niveau du duodénum et d’autre part il provient du recyclage des globules rouges sénescents par 
les macrophages. Le maintien de l’homéostasie du fer se fait par l’hepcidine. L’hepcidine est 
une hormone peptidique hépatique qui se lie au seul exportateur de fer connu à ce jour, la 
ferroportine. Ceci entraine son occlusion ou sa dégradation et donc cela conduit à la rétention 
de fer à l’intérieur des macrophages et des entérocytes, et donc à une diminution de fer dans le 
sang. Différents signaux régulent l’expression de l’hepcidine. Le fer, l’inflammation et le stress 
du réticulum endoplasmique (RE) induisent son expression alors que l’érythropoïèse l’inhibe. 
La voie de régulation principale de l’hepcidine est la voie de signalisation BMP-SMAD.  
L’un des régulateurs majeurs de l’expression de l’hepcidine est la matriptase-2, une protéase à 
sérine exprimée à la surface des hépatocytes. Son rôle est d’inhiber la voie BMP-SMAD et donc 
l’expression de l’hepcidine par un mécanisme encore mal connu. La perte de fonction de la 
matriptase-2 est associée à une pathologie, l’IRIDA (iron refractory iron deficiency anemia) 
qui est une maladie autosomique récessive rare. Les patients atteints de cette pathologie 
présentent une anémie et une carence en fer sévères. Les traitements à l’heure actuelle sont 
contraignant. Au cours de ma thèse, j’ai testé la molécule LJ000328, un dérivé du LDN-193189 
qui inhibe ALK3 et ALK2 (les récepteurs BMP de type I majeurs régulant l’expression de 
l’hepcidine) dans un modèle murin d’IRIDA. Le LJ000328 améliore significativement la 
carence en fer et l’anémie des souris atteintes d’IRIDA après 8 semaines de traitement montrant 
un potentiel thérapeutique de cette molécule pour cette pathologie. 
De plus, différentes pathologies sont associées aux dérégulations du métabolisme du fer. Parmi 
ces maladies, nous nous sommes particulièrement intéressés au lien entre le fer et la stéatose 
hépatique non alcoolique (NAFLD), en déterminant si le fer pouvait être un facteur aggravant 
de cette pathologie. En effet dans 30% des cas, la NAFLD peut évoluer vers un stade plus 
sévère, la stéatohépatite non alcoolique (NASH), puis vers la cirrhose et l’hépatocarcinome. 
Dans ce contexte, j’ai caractérisé la régulation de l’hepcidine en réponse au stress du RE et 
étudier la régulation de l’hepcidine et de l’homéostasie du fer dans un modèle murin de NASH. 
L’injection de tunicamycine, qui provoque un stress du RE, aux souris augmente l’expression 
de l’hepcidine via deux mécanismes complémentaires. Le premier est l’inhibition de la 
matriptase-2 conduisant à l’induction de la voie Bmp-Smad et le second est la stabilisation de 
l’ARN messager de l’hepcidine par la protéine stabilisatrice HuR. Dans un modèle murin de 
NASH dans lequel les souris sont nourries avec un régime déficient en choline et en méthionine, 
un stress du RE est associé à une inhibition de la matriptase-2, conduisant à l’induction de la 
voie Bmp-Smad et donc à l’expression de l’hepcidine. Inhiber la voie BMP-SMAD afin de 
réduire l’expression de l’hepcidine et la rétention de fer à l’intérieur des cellules pourrait être 





Figure 1 : Absorption, distribution et recyclage du fer dans l'organisme chez l'Homme 
(adapté de [1]) 
Le fer provenant de l’alimentation est absorbé par les entérocytes du duodénum afin de 
compenser les pertes journalières dues au renouvellement des muqueuses et de la peau, aux 
menstruations et aux autres pertes. Le fer présent dans la circulation sanguine est lié à la 
transferrine, la transferrine peut alors délivrer le fer aux précurseurs érythroïdes ou aux 
compartiments nécessitant du fer. La majorité du fer de l’organisme se trouve dans le 
compartiment érythroïde, dans l’hémoglobine des érythrocytes. Les macrophages de la rate 
permettent le recyclage des globules rouges sénescents, et ainsi, le recyclage du fer. L’excès de 






I. Le métabolisme du fer 
1. Le fer, un élément essentiel aux organismes vivants  
Le fer est un élément essentiel aux organismes vivants. Le corps humain contient entre 
3 et 5 grammes de fer.  
Le fer est nécessaire aux mécanismes biologiques fondamentaux de la majorité des 
organismes eucaryotes et procaryotes. Il intervient dans la régulation du cycle cellulaire, la 
respiration cellulaire, le métabolisme énergétique et il participe aussi au transport de l’oxygène. 
 Dans l’organisme, la majorité du fer est contenue dans l’hème de l’hémoglobine et de 
la myoglobine. L’hème est un groupement prosthétique composé d’un noyau tétrapyrrolique, 
la protoporphyrine, contenant en son centre un atome de fer. Les deux organes majeurs 
produisant l’hème sont la moelle osseuse (75%) dans les érythroblastes, et le foie dans les 
hépatocytes. Dans la moelle osseuse, la majorité de l’hème est incorporée dans l’hémoglobine 
afin de transporter l’oxygène dans l’organisme, alors que dans le foie, le fer sert essentiellement 
à l’élaboration des cytochromes P450 (environ 2/3 de l’hème hépatique) [2]. Les cytochromes 
P450 sont des enzymes importantes entrant en jeu, entre autres, dans le métabolisme des 
médicaments, des stéroïdes, des vitamines liposolubles, des composés cancérogènes. 
Le fer joue également un rôle important dans la progression du cycle cellulaire. En effet, 
lorsque la quantité en fer n’est plus suffisante, les complexes Cdk-cyclines (cycline A, E, Cdc2, 
Cdk2) sont inhibés ce qui entraine l’arrêt du cycle cellulaire en phases G1 et S (la phase S 
correspondant à la phase de réplication de l’ADN). Le fer a d’abord été décrit comme un 
cofacteur indispensable à la ribonucléotide réductase qui catalyse la conversion des 
ribonucléotides en désoxyribonucléotides (dNTPs) permettant aux cellules d’avoir une quantité 
adéquate de dNTPs durant la synthèse d’ADN. De plus, lors de la réplication et la réparation de 
l’ADN, l’activation des protéines contenant des clusters Fer-Soufre (Fe-S), comme les ADN 
polymérases (Pol α, Pol δ and Pol ε, Pol ζ) et les ADN hélicases (FANCJ, RAD3 / XPD, ADN2), 
nécessite des groupements prosthétiques [3].  
Le nombre de protéines contenant du fer présent dans la mitochondrie atteste de 
l’importance du fer dans les processus mitochondriaux, notamment dans la respiration 




telles que les hémoprotéines (cytochromes, succinate déshydrogénase), les protéines contenant 
des clusters fer-soufre Fe-S (NADH déshydrogénase, sous-unités de la succinate 
déshydrogénase) et les protéines contenant des groupes fer-ion (ALKBH1, ALKBH7), en 
permettant notamment le transfert d’électrons. Ce dernier conduit à la production d’ATP 
(adénosine triphosphate) qui fournit l’énergie nécessaire aux réactions chimiques de 
l’organisme. Le fer est donc également essentiel au métabolisme énergétique [4].  
 En 2012, Dixon et al. proposent un nouveau concept de mort cellulaire dépendante du 
fer, la ferroptose [5]. Cette dernière correspond à une mort cellulaire programmée non-
apoptotique, dépendante du fer et caractérisée par une accumulation d’espèces réactives de 
l’oxygène (ROS, Reactive Oxygen Species) dérivées du métabolisme du fer, induisant une 
peroxydation lipidique. Une quantité excessive de fer intracellulaire contribue à la ferroptose 
en produisant des ROS par la réaction de Fenton. Morphologiquement, la ferroptose est 
caractérisée par la présence de mitochondries plus petites que la normale avec une densité 
condensée des membranes mitochondriales, une réduction ou une disparition des crêtes 
mitochondriales et une rupture de la membrane mitochondriale externe. Toutefois, la membrane 
cellulaire reste intacte, le noyau est de taille normale et il n’y a pas de condensation de la 
chromatine. La diminution de la surcharge en fer intracellulaire par chélation de fer inhibe la 
ferroptose induite chimiquement, alors que l’apport de fer exogène stimule le mécanisme de 
ferroptose. La ferroptose est impliquée dans de nombreux processus physiologiques et 
pathologiques, comme la mort des cellules cancéreuses, la neuro-toxicité, les maladies 
neurodégénératives, l’insuffisance rénale aigue, l’hépato-toxicité [6, 7]. 
 
Le fer inorganique dans l’organisme est présent sous deux formes principales, le fer 
ferrique Fe3+ (forme insoluble) et le fer ferreux Fe2+ (forme soluble). Bien que le fer soit 
indispensable à l’organisme, son excès est délétère car il génère la production de radicaux via 
la réaction de Fenton : 
Fe2++ HO• → Fe3+ + OH- + .OH 
La formation de radicaux hydroxyles conduit à d’importants dommages cellulaires en 
induisant un stress oxydatif et donc en oxydant les biomolécules telles que : 
- l’ADN, en provoquant des cassures double brin ou en dégradant les bases de l’ADN 




- les protéines, en fragmentant les chaines peptidiques, en altérant leur charge électrique 
et en entrainant des cross-links entre protéines, 
- les lipides, en induisant une peroxydation lipidique et une désorganisation de la 
bicouche phospholipidique [8]. 
Bien que le fer soit indispensable à tous les êtres vivants, la quantité de fer présente dans 
l’organisme doit être finement régulée afin de ne pas provoquer d’effets néfastes et toxiques. 
2. Absorption intestinale du fer 
Le fer ne pouvant pas être excrété activement de l’organisme, son absorption doit être 
finement contrôlée afin de maintenir l’homéostasie martiale. Seuls 1 à 2 mg de fer sont perdus 
chaque jour par la desquamation des épithéliums (intestin, peau, tractus urinaire), mais aussi 
via la transpiration et les pertes de sang. Une quantité de fer similaire est absorbée via 
l’alimentation par les entérocytes du duodénum afin de compenser les pertes journalières [9]. Il 
est important de noter que les femmes menstruées perdent plus de fer en raison des 
menstruations [10]. 
Les entérocytes du duodénum sont des cellules polarisées comprenant un pôle apical en 
contact avec la lumière intestinale et le bol alimentaire, et un pôle basolatéral orienté vers la 
circulation sanguine. Le pôle apical présente une bordure en brosse contenant des 
microvillosités qui augmentent la surface d’absorption des nutriments présents dans 
l’alimentation. 
Le fer contenu dans les aliments existe sous deux formes, le fer héminique 
(principalement de source animale) et le fer non héminique (principalement de source végétale). 
Le fer est absorbé par différents mécanismes selon sa forme.  
Absorption du fer non héminique ou fer ferrique Fe3+ :  
Le fer présent dans la lumière intestinale est sous forme de fer ferrique Fe3+ et est 
convertit en fer ferreux Fe2+ par la ferroréductase DCYTB (Duodenal CYTochrome B) présente 
au pôle apical des entérocytes. Cependant, Gunshin et al. ont montré que la délétion de DCYTB 
in vivo a un faible impact, voire aucun, sur les stocks en fer, même en condition de carence 
martiale. Ceci suggère que d’autres ferroréductases pourraient être impliquées pour réduire le 






Figure 2 : Absorption du fer par les entérocytes du duodénum (adapté de [12]) 
Le fer héminique ou non héminique est absorbé par les entérocytes du duodénum. La 
ferroréductase DCYTB, présente au pôle apical des entérocytes, réduit le fer ferrique Fe3+ en 
fer ferreux Fe2+, ce dernier étant transporté à l’intérieur des entérocytes par DMT1. Le 
mécanisme d’absorption de l’hème est controversé. L’hème serait transporté à l’intérieur des 
entérocytes via HCP1 ou par endocytose et exporté de l’endosome vers le cytoplasme par 
HRG1. Dans le cytoplasme, l’hème est catabolisé par l’hème oxygénase 1 (HO1), générant du 
fer libre intégrant le pool labile de fer (LIP). L’hème pourrait être exporté hors de l’entérocyte 
par FLVCR, Le fer ferrique peut soit être stocké dans la ferritine, soit être transporté dans la 
circulation sanguine par la ferroportine et être convertit en fer ferrique par la ferroréductase 





Le fer ferreux est ensuite absorbé dans la cellule par un transporteur de métal divalent 
DMT1 (Divalent Metal Transporteur 1) présent au pôle apical des entérocytes du duodénum 
[13, 14], mais aussi dans les endosomes afin de permettre l’efflux de fer dans le cytosol. DMT1 
est un transporteur également présent à la surface des hépatocytes, des macrophages et dans le 
placenta. L’importance de DMT1 dans l’homéostasie martiale a notamment été démontrée 
puisque sa délétion entraine une anémie microcytaire accompagnée d’une surcharge en fer [15], 
ou d’une carence en fer sévère [16]. DMT1 est essentiel pour l’absorption intestinale de fer non 
héminique après la naissance, mais aussi pour la production d’hémoglobine dans les précurseurs 
érythroïdes lors de l’érythropoïèse  [15-17].  
Absorption du fer héminique ou fer ferreux Fe2+ 
Le fer héminique est majoritairement présent dans les hémoprotéines de la viande, 
telles que l’hémoglobine et la myoglobine. La combinaison du faible pH de l’estomac et des 
activités protéolytiques des enzymes présentes dans cet organe et dans l’intestin grêle 
permettent le relargage de l’hème présent dans les hémoprotéines. L’absorption du fer 
héminique par les entérocytes, majoritairement du duodénum, est encore mal comprise à l’heure 
actuelle. Le transporteur HCP1 (Heme Carrier Protein 1), présent au pôle apical des entérocytes, 
a été identifié comme un transporteur possible de l’hème, bien qu’il soit plus affin pour le 
transport des folates [18, 19]. L’hème oxygénase-1 (HO1) dégrade ensuite l’hème ce qui libère 
le fer dans la cellule [20, 21]. 
Le fer héminique pourrait également être absorbé par endocytose par les entérocytes, 
grâce à la fixation de l’hème sur un récepteur présent à la membrane plasmique [19, 22, 23]. 
HO1 est présent uniquement dans le cytoplasme des cellules, contrairement à HO2 qui semble 
être présent dans les endosomes lors de co-marquages HO2/endosomes. L’hème dans 
l’endosome serait donc catabolisé par HO2 [23]. De plus, DMT1 n’étant pas présent dans les 
endosomes, il ne semble pas être le transporteur responsable de l’efflux de fer de l’endosome 
vers le cytoplasme [23]. En revanche, HRG1 (Heme Responsive Gene 1) est présent dans le 
compartiment endosomale [24], son implication dans le transport du fer inorganique hors de 
l’endosome doit cependant être confirmé chez la souris. Un exportateur d’hème, FLVCR (feline 
leukemia virus, subgroup C receptor), est exprimé dans de nombreux types cellulaires, y 
compris dans la lignée d’adénocarcinome colorectale épithéliale humaine Caco-2. Les auteurs 
suggèrent que l’hème qui n’est pas dégradé par HO1 pourrait être exporté dans la circulation 





Figure 3 : Recyclage des érythrocytes sénescents, de l'hémoglobine et de l'hème par les 
macrophages spléniques 
La majorité du fer nécessaire chaque jour provient de l’érythrophagocytose, c’est-à-dire du 
recyclage des globules rouges sénescents par les macrophages de la rate. L’hème est relargué 
par digestion protéolytique des GR. En conditions pathologiques (hémolyse intravasculaire), 
les macrophages peuvent endocyter les complexes hème-hémopexine ou hémoglobine-
haptoglobine grâce aux récepteurs CD91 et CD163. L’hème présent dans l’érythrophagosome 
est exporté vers le cytoplasme par HRG1, où il est catabolisé par HO1 afin de libérer le fer. 
L’hème présent dans le cytoplasme peut aussi être exporté à l’extérieur du macrophage par 
FLVCR. Le fer ferreux libre peut soit être oxydé en fer ferrique pour être stocké dans la ferritine, 







La ferritine peut être absorbée du bol alimentaire, probablement par endocytose, bien 
que le mécanisme soit encore peu compris [26]. 
Le fer dans l’entérocyte peut soit être utilisé pour les besoins cellulaires, soit être 
stocké au sein de la ferritine, soit être exporté dans la circulation sanguine. La ferritine est une 
protéine ubiquitaire permettant le stockage de 4500 atomes de fer. Cette protéine est composée 
de 24 sous-unités, comprenant des chaînes H ou chaînes lourdes, et les chaînes L ou chaines 
légères. Le ratio des chaînes H et L varie selon les tissus. La dégradation de la ferritine permet 
la mobilisation cellulaire de fer et son utilisation [27]. 
3. Recyclage du fer des globules rouges par les macrophages 
Quotidiennement, 20 à 25mg de fer sont nécessaires pour la production des globules 
rouges et le métabolisme cellulaire. La quantité de fer absorbée (1 à 2mg) n’est donc pas 
suffisante pour satisfaire les besoins métaboliques quotidiens. L’essentiel du fer nécessaire 
chaque jour provient du recyclage des globules rouges (GR) sénescents par les macrophages, 
ce processus est appelé érythrophagocytose. En effet, le recyclage du fer par les macrophages 
fournit 95% du fer nécessaire à l’érythropoïèse. 
Les macrophages sont des cellules phagocytaires mononucléées, c’est-à-dire qu’elles 
ont la capacité d’internaliser et de digérer des particules de grandes tailles ainsi que des micro-
organismes. Ces cellules font partie du système immunitaire inné. Les macrophages jouent un 
rôle important dans l’immunité, le développement et l’homéostasie tissulaire. De plus, les 
macrophages jouent un rôle clé dans le métabolisme du fer en recyclant les érythrocytes 
sénescents et en permettant le relargage du fer. Les globules rouges sénescents possèdent des 
protéines particulières (le CD47 et la phosphatidylsérine) reconnues par des récepteurs présents 
à la surface des macrophages (SIRPα, CD36, TIM4 et TIM1 par exemple). Ces érythrocytes 
sénescents sont ensuite digérés par les lysosomes à l’intérieur des macrophages. L’hème est 
alors transporté dans le cytosol par les transporteurs HCP1 et HRG1 puis l’hème est dégradé 
dans le cytoplasme par HO1 ce qui libère le fer ferreux, qui intègre le pool de fer labile 
intracellulaire [28]. C’est le processus d’érythrophagocytose. 
 
En condition basale, l’érythrophagocytose a majoritairement lieu dans la rate, où les GR 
sénescents sont recyclés par les macrophages spléniques (Red Pulp Macrophage, RPM). En 




foie et se différencient, non pas en cellules de Kupffer (les macrophages présents dans le foie), 
mais en macrophages spécialisés dans le recyclage du fer, [29]. 
Les macrophages participent également à capter l’hémoglobine présente dans la 
circulation sanguine après hémolyse des globules rouges, ce qui empêche la formation de 
radicaux libres par l’hémoglobine et l’hème. Lorsque les globules rouges sont hémolysés dans 
la circulation sanguine, le foie synthétise et sécrète l’haptoglobine et l’hémopexine, captant 
respectivement l’hémoglobine et l’hème libre dans le sang. Les RPMs et les cellules de Kupffer 
expriment les récepteurs CD163 et CD91, permettant ensuite l’internalisation des complexes 
haptoglobine-hémoglobine et hémopexine-hémoglobine respectivement, et la libération de 
l’hème dans le cytosol [30, 31]. L’hémoglobine est ensuite dégradée par HO1 afin de libérer le 
fer ferreux (Fe2+) dans le cytoplasme. Suivant les besoins en fer de l’organisme, le fer est soit 
stocké dans la ferritine à l’intérieur des macrophages, soit excrété dans la circulation sanguine. 
L’hème peut aussi être exporté des macrophages par FLVCR [32]. 
4. Transport et acquisition du fer  
4.1 Absorption du fer par la ferroportine (FPN) 
Après avoir été absorbé par l’intestin ou recyclé par les macrophages, le fer est libéré 
dans la circulation sanguine selon les besoins de l’organisme. Il n’existe qu’un seul exportateur 
de fer connu à ce jour chez les mammifères, la ferroportine (FPN). En 2000, trois groupes 
indépendants ont découvert la ferroportine, qui est une protéine multi-transmembranaire 
conservée chez les mammifères [33-35]. Cette dernière est majoritairement exprimée au pôle 
basolatéral des entérocytes, mais aussi à la surface des macrophages et des hépatocytes [33, 35, 
36]. La délétion de la FPN chez la souris est létale à l’état embryonnaire et les mutations de la 
FPN affectant son activité ou sa sensibilité à l’hepcidine chez l’humain conduisent à des 
anémies ou à l’hémochromatose. De manière surprenante, la structure de la FPN ainsi que le 
transport du fer par la FPN restent peu compris à ce jour. Une étude a suggéré que la FPN 
contient 12 hélices transmembranaires [33]. L’étude de la structure de l’homologue bactérien 
de la FPN humaine présente chez Bdellovibrio bacteriovorus, appelée BbFpn, a permis d’établir 
un modèle de la structure de la FPN humaine, avec 12 hélices transmembranaires organisées en 
domaine N-terminaux et C-terminaux [37]. Guellec et al. démontrent également des 
interactions intra et inter-domaines dans la FPN humaine, qui sont importantes pour la 
modulation des changements conformationnels de la protéine [38]. Des travaux récents 




hypothèse sur la manière dont le fer serait transporté par la FPN à travers la membrane 
plasmique [39]. Ce mécanisme comprendrait 3 étapes : 
1. Lorsque la FPN est orientée vers le milieu extracellulaire, le Ca2+ se lierait à la FPN 
et initierait un changement de conformation qui permettrait la transition d'un « état ouvert » de 
la FPN du milieu extracellulaire, vers un « état ouvert » vers le milieu intracellulaire ; 
2. La « FPN ouverte » alors orientée vers le cytoplasme lierait le Fe2+ déclenchant un 
retour à l'état ouvert tourné vers le milieu extracellulaire  
3. Une fois dans le milieu extracellulaire, Fe2+ est oxydé en Fe3+, et se lie alors à la 
transferrine plasmatique pour être délivré aux différents tissus de l'organisme [36, 39] 
4.2 Acquisition du fer par les récepteurs à la transferrine 1 et 2 (TfR1 et 2) 
Après excrétion dans le milieu extracellulaire par la ferroportine, le fer ferreux Fe2+ 
est immédiatement oxydé en fer ferrique Fe3+ par des oxydases, dont l’héphaestine présente à 
la surface des villosités des entérocytes [40], et la céruloplasmine présente à la surface des 
macrophages (Figure 2 et 3) [41]. Le fer étant toxique, il ne reste pas libre dans la circulation 
sanguine mais associé à la transferrine (Tf), une protéine de transport spécialisée, synthétisée 
et sécrétée par le foie. La Tf peut lier jusqu’à deux atomes de fer par molécule, l’apotransferrine 
correspondant à la molécule non chargée en fer et l’holotransferrine à la molécule liée. 
Le complexe Tf-Fe2 est la source principale de fer pour les cellules de mammifères. 
La transferrine se lie au fer ferrique Fe3+ avec une affinité maximum au pH de 7,4 (pH à la 
surface des cellules). La transferrine peut se lier à deux récepteurs, le récepteur à la transferrine 
1 (TfR1) et 2 (TfR2). TfR1 est un récepteur ubiquitaire présent sous forme de dimères à la 
surface cellulaire. Lorsque l’holotransferrine se lie à TfR1, le complexe est endocyté dans des 
vésicules recouvertes de clathrine [42]. La pompe à proton ATPase acidifie l’endosome jusqu’à 
un pH atteignant 5,5, ce qui change la conformation de la transferrine et libère le fer ferrique 
Fe3+. Ce dernier est ensuite réduit en fer ferreux par la ferroréductase STEAP3 (Six 
Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate 3) dans les cellules érythroïdes [43], le Fe2+ 
est ensuite exporté hors des endosomes via DMT1. Dans les autres types cellulaires 





Figure 4 : Acquisition du fer par les cellules 
La plupart des cellules acquièrent le fer via le cycle de la transferrine, où l’holotransferrine lie 
TfR1. Le complexe holo-Tf-TfR1 est ensuite endocyté, après acidification du pH de 
l’endosome, le fer est libéré de la transferrine et est exporté hors de l’endosome par DMT1 où 
il intègre le pool de fer labile intracellulaire (LIP). En cas de surcharge en fer, le fer non lié à la 
transferrine (NTBI) peut être acquis par les cellules via le transporteur ZIP14. De plus certaines 
cellules, comme les lymphocytes ou les précurseurs érythroïdes, peuvent capter la ferritine par 





des endosomes par DMT1, cependant la ferroréductase à l’origine de la réduction du fer est 
encore inconnue. Le complexe apotransferrine / TfR1 retourne ensuite à la membrane cellulaire 
via la protéine Sec15l1 [44], et l’apotransferrine est libérée dans la circulation sanguine où elle 
peut à nouveau capter le fer. 
TfR2 est un récepteur de la transferrine homologue à TfR1 majoritairement exprimé à la 
surface des hépatocytes [45] et des cellules érythroïdes [46, 47]. Toutefois, TfR2 a une affinité 
25 fois plus faible pour la transferrine que TfR1 [45, 48]. Actuellement, bien que son rôle dans 
l’absorption du fer par les hépatocytes soit incertain, son importance dans le métabolisme du 
fer est confirmée par les conséquences des mutations dans le gène codant pour TFR2. En effet, 
ces mutations induisent l’hémochromatose, une pathologie caractérisée par une surcharge en 
fer dans l’organisme (chapitre IV.1.1 L’hémochromatose) [49]. Dans les cellules érythroïdes, 
TfR2 fait partie du complexe de l’EPO récepteur (EPOR), et il est nécessaire pour un transport 
efficace de l’EPOR à la membrane plasmique [50]. De plus, TfR2 a un double effet sur 
l’érythropoïèse in vivo, d’une part, en contrôlant la différenciation terminale des précurseurs 
érythroïdes, et d’autre part, en modulant la sensibilité des précurseurs érythroïdes à l’EPO [47]. 
4.3 Mécanismes d’acquisition du fer indépendants de la transferrine 
 Il est important de noter que, bien que la transferrine soit la source principale de fer 
pour les organes, il existe des mécanismes d’acquisition du fer indépendants de la transferrine 
dans certains types cellulaires. Lorsque la saturation de la transferrine est élevée, on observe du 
fer non lié à la transferrine (NTBI, Non Transferin Bound Iron) dans la circulation sanguine. 
Le NTBI peut lier non spécifiquement des protéines plasmatiques (albumine) ou des molécules 
chimiques (citrate, acétate, phosphate) et n’est pas utilisable par les cellules, notamment pour 
l’érythropoïèse. La fraction de NTBI plasmatique qui a des capacités oxydantes et qui peut être 
chélatée correspond au fer plasmatique labile (LPI) [51]. Le NTBI, et plus particulièrement le 
LPI, sont la cause clinique de surcharge en fer [52]. Le NTBI est efficacement éliminé de la 
circulation principalement par le foie, mais peut aussi être stocké le pancréas et le cœur. Il 
contribue de manière significative à l'accumulation du fer dans les tissus, augmentant ainsi le 
risque de pathologies liées au fer [51]. 
Le NTBI est capté par les cellules via le transporteur ZIP14 (Zrt-Irt-like Protein 14) [53, 
54]. L’implication de ZIP14 dans la surcharge en fer lors de l’hémochromatose a été étudié 




juvénile (Hjv-/-) qui est une forme plus sévère que l’hémochromatose héréditaire. La délétion 
de Zip14 dans ces deux modèles diminue fortement la surcharge en fer hépatique et prévient 
les dépôts de fer dans les hépatocytes et les acini pancréatiques [54]. Dans les différents modèles 
d’hémochromatose (Hfe-/-, Hjv-/-, Hamp-/-), il n’y a pas d’accumulation de fer dans les ilots de 
Langerhans du pancréas, alors que la délétion de Zip14 dans ces modèles entraine une 
accumulation de fer dans ces cellules pancréatiques. La surcharge en fer dans les cellules β du 
pancréas est proposée comme un facteur contribuant à la dysfonction des cellules β du pancréas 
et à l’apparition d’un diabète chez les personnes atteintes d’hémochromatose. ZIP14 a 
également été montré comme le transporteur majeur contribuant au transport des NTBI dans 
les cellules β du pancréas [55].  In vitro, Zip8 capte le NTBI dans des cellules épithéliales du 
tube proximal des reins [56] et dans les neurones de l’hippocampe [57]. Zip8 est également 
présent dans les hépatocytes mais à leur surface apicale, alors que Zip14 est présent à la surface 
basolatérale, suggérant un rôle possible de Zip8 dans le métabolisme du fer dans le foie in vivo 
[58]. 
Deux canaux calciques voltages dépendants, LTCCs (canaux calciques de type L) et 
TTCCs (canaux calciques de type T) sont impliqués dans le transport de fer ferrique ou ferreux 
dans le cœur [51]. Le canal TRPC6 (Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily C 
6) pourrait être une voie d’entrée du NTBI dans les astrocytes [51]. 
Dans certaines conditions pathologiques, la ferritine-H peut être endocytée par les 
récepteurs TIM-1 (T-cell immunoglobulin-domain and mucin-domain 1) chez l’humain, TIM-
2 chez la souris, CXCR4 et TfR1. La ferritine-L peut lier Scara5 (scavenger receptor class A, 
member 5) [27]. 
5. Utilisation et stockage du fer 
Il existe 3 compartiments dans lesquels le fer est réparti. Le premier correspond au 
compartiment « fonctionnel » et représente 75% du contenu en fer de l’organisme. Il est présent 
dans l’hémoglobine et la myoglobine, mais aussi dans les cytochromes et certaines enzymes. 
Le second est le compartiment de stockage du fer représentant 25% du contenu en fer de 
l’organisme. Les hépatocytes sont les principales cellules stockant le fer, les macrophages le 
stockent également de façon facilement mobilisable.  
Le dernier compartiment est le compartiment de transport du fer qui représente 0,1% du 





L’holotransferrine est distribuée aux différents organes selon leur besoin. Par exemple, la 
moelle osseuse (MO) est l’organe qui nécessite la plus grande quantité de fer pour 
l’érythropoïèse, c’est-à-dire la fabrication de nouveaux globules rouges ou érythrocytes. La 
synthèse de l’hème consomme la majorité du fer dans la MO, l’hème étant l’un des composants 
de l’hémoglobine des érythrocytes. Une carence en fer est donc délétère pour l’organisme 
puisqu’elle va conduire à une anémie qui correspond à un nombre insuffisant de globules rouges 
dans le sang. Lorsqu’elle est due à une carence en fer on parle d’anémie ferriprive. Il est 
important de noter qu’une anémie n’est pas toujours causée par une carence en fer, notamment 
dans le cas d’inflammation chronique. Il est intéressant de noter que l’hème peut aussi être 
exporté hors des érythroblastes par FLVCR et que ce mécanisme est essentiel, la délétion de 
FLVCR entrainant un arrêt de la maturation érythroïde et donc une anémie sévère [32]. 
 L’hémoglobine est un polypeptide tétramérique, comprenant 2 chaînes d’α-globine et 
2 chaines de β-globine, chacune d’elles contenant une molécule d’hème comportant un atome 
de fer. La fonction principale de l’hémoglobine est de transporter l’oxygène (4 atomes par 
molécule d’hémoglobine) des poumons vers les tissus périphériques. Un autre rôle moins connu 
de l’hémoglobine est de transporter le dioxyde de carbone des tissus périphériques vers les 
poumons (environ 10 à 20% du CO2 total produit). Bien que l'atome de fer héminique établisse 
une liaison covalente avec l’oxygène, le repli de la globine permet une liaison réversible de 
l’oxygène et donc sa libération dans les tissus [60, 61]. La myoglobine ne contient qu’une seule 
chaîne polypeptidique, et donc seul un atome d’oxygène est stocké par molécule de 
myoglobine. La myoglobine, en apportant un atome d’oxygène aux mitochondries des 
myocytes composant la chaîne respiratoire, aide ainsi les myocytes à satisfaire leurs besoins 
énergétiques élevés [62]. 
Le fer sert également à la biogenèse des clusters Fe/S de la mitochondrie. Etant le lieu 
de synthèse de l’hème et des clusters Fe/S, la mitochondrie est le site majeur d’utilisation du 
fer. Les clusters Fe/S sont des structures nécessaires à divers processus biologiques, comme le 
transfert d’électrons dans la chaine mitochondriale, à la catalyse de petites molécules 
(l’hydrogénase ou la nitrogénase). Ils peuvent aussi avoir un rôle structural pour certaines 





Le fer, après avoir été libéré dans le cytosol, rejoint le pool de fer libre cellulaire 
(Labile Iron Pool, LIP) qui consiste en un pool transitoire de fer ferreux Fe2+ disponible et 
pouvant potentiellement réagir avec les biomolécules intracellulaires. Le LIP ne constitue que 
3 à 5% du fer cellulaire total et reflète le statut en fer cellulaire. Ce fer libre étant toxique pour 
les cellules, la majorité du fer est stockée dans la ferritine [63]. Une partie du LIP est pris en 
charge par des protéines chaperonnes, comme PCBP1 (Poly (rC) Pinding Protein 1) impliquée 
notamment dans la délivrance de fer à la ferritine [64]. 
 Lorsque les cellules nécessitent du fer, les stocks de fer contenus dans la ferritine sont 
mobilisés via le récepteur NCOA4 (Nuclear receptor COActivator 4). NCOA4 est un récepteur 
sélectif de l'autophagie qui permet le transport au lysosome de la ferritine chargée en fer pour 
qu’elle soit dégradée et puisse libérer le fer, ce processus est appelé ferritinophagie [65]. 
Lorsque les niveaux de fer sont élevés, la dégradation de la ferritine par les lysosomes diminue 
[66]. NCOA4 est important lors de l’érythropoïèse [66-68], puisque sa délétion conduit à un 
défaut de synthèse de globine et d’hémoglobinisation [69]. De plus, la délétion de ce récepteur 
chez la souris provoque une anémie microcytaire hypochromique modérée suggérant leur 
incapacité à utiliser correctement le fer [69]. NCOA4 est également lié à la ferroptose, sa 
délétion conduisant à une augmentation de dommages hépatiques chez la souris [70]. 
Une petite quantité de ferritine est présente dans le sérum. La ferritine peut être sécrétée 
par les macrophages, les hépatocytes, les cellules de Kupffer en conditions physiologiques et 
pathologiques [27]. Elle peut être sécrété par plusieurs voies, notamment par une voie sécrétoire 
lysosomale dépendante de NCOA4 mais aussi par des exosomes. L’hypothèse proposée est que 
la ferritine, contenant du fer et au moins une sous-unité H, est délivrée localement aux cellules 













Figure 5 : Régulation post-transcriptionnelle des protéines impliquées dans le 
métabolisme du fer par le système IRE-IRP 
La balance du fer intracellulaire est contrôlée par une régulation post-transcriptionnelle de 
différents gènes impliqués dans l’homéostasie martiale. Ces gènes contiennent des éléments de 
réponses au fer (IRE), qui correspondent à une structure tige-boucle présente dans le 5’ ou le 
3’ UTR de la séquence codante. Les protéines IRP1 et IRP2 se lient sur les séquences IREs. 
Lorsqu’il y a peu de fer dans la cellule, la fixation des IRPs au 5’-UTR des gènes réprime leur 
traduction alors que la fixation des IRPs sur le 3’-UTR stabilise les ARNm. Lorsque la quantité 
de fer augmente, le fer se lie à IRP1, empêchant le complexe IRP1/2 de se fixer aux IREs. Les 
IREs présents dans le 5’-UTR des ARNm sont principalement trouvés dans les gènes qui 
réduisent la quantité de fer cellulaire labile, comme la ferritine et la ferroportine, alors que les 
IREs en 3’UTR se trouvent dans les gènes qui facilitent l’absorption du fer tels que le récepteur 






II. Régulation du métabolisme du fer 
Le fer ne pouvant être excrété activement de l’organisme, l’homéostasie martiale doit 
être finement régulée. En effet, afin de limiter son absorption ou un stockage trop important, 
l’expression des protéines impliquées dans ces mécanismes doit elle-même être finement 
contrôlée. Différents mécanismes existent afin de limiter la quantité de fer circulante dans le 
sang. 
1. Régulation intracellulaire 
1.1 Le système Iron Responsive Element – IRE-binding Protein (IRE-IRP) 
Différentes protéines impliquées dans le métabolisme du fer sont régulées au niveau 
post-transcriptionnel par le système IRE-IRP afin d’adapter l’expression des protéines régulant 
l’absorption, le transport et le stockage du fer. Les ARNm de ces protéines contiennent en 5’-
UTR (UnTranslated Regions) ou en 3’-UTR des séquences en « épingles » appelées IREs (Iron 
Responsive Element) sur lesquelles les protéines IRP1 et IRP2 (IRE Binding Protein) se lient. 
La fixation des protéines IRP au 3’-UTR des ARNm cibles (TfR1, DMT1) augmente leur 
stabilité en empêchant leur dégradation par des ribonucléases intracellulaires, ce qui augmente 
l’expression des ARNm cibles. A l’inverse, la fixation des protéines IRP au 5’-UTR des ARNm 
cibles (H et L-ferritine, ferroportine, HIF2α, ALAS2, ACO2) inhibe leur traduction en 
empêchant la fixation du complexe 43S sur l’ARNm et donc l’initiation de la traduction. La 
fixation des protéines IRPs aux séquences IREs dépend du niveau cellulaire de fer. En effet, en 
présence de fer, des atomes de fer se lient au cluster Fe/S présent dans la structure d’IRP1 
empêchant ainsi sa liaison aux séquences IREs. De plus, en présence de fer, la protéine FBXL5 
interagit avec IRP1 et IRP2 et recrute le complexe ligase SKP1-CUL1 entraînant ainsi 
l’ubiquitination et la dégradation des IRPs par le protéasome [9].  
Le fer régule donc lui-même, par rétrocontrôle, son absorption via le contrôle de 
l’expression de DMT1, son export dans la circulation sanguine par la régulation de la 
ferroportine, mais aussi son transport et son stockage par la régulation de TfR1 et de la ferritine. 
1.2 Les systèmes IRE-IRP indépendants 
D’autres systèmes indépendants des systèmes IRE-IRP régulent le métabolisme du fer. 
Le premier correspond à la régulation de la transcription des gènes par le facteur de 




l’expression des sous-unités régulatrices, HIF-1α, HIF-2α, HIF-3α, est régulée au niveau post-
transcriptionnel. En présence d’oxygène, HIF-α est hydroxylée par la prolyl-hydroxylase 
(PHD) ce qui entraine son ubiquitination et sa dégradation par le protéasome. Lorsque le fer est 
chélaté ou en condition hypoxique, l’activité de la PHD est inhibée, la sous-unité HIF-α 
transloque alors dans le noyau où elle s’associe à HIF-β (exprimée constitutivement) pour 
induire la transcription de gènes cibles contenant des HREs (Hypoxia Responsive Element), 
tels que l’érythropoïétine (EPO) dans le rein [72]. De plus, HIF2-α induit l’expression de Dmt1, 
Dcytb et de la Fpn dans le duodénum, augmentant ainsi l’entrée de fer dans l’organisme [73]. 
Les sous-unités HIF-α ont une expression différentielle selon les tissus, HIF-1α est 
ubiquitaire contrairement à HIF-2α dont l’expression est restreinte aux reins, au duodénum et 
aux poumons. Très récemment, les mécanismes par lesquels HIF-2 régule l’absorption du fer a 
été élucidé. En effet, le flux de fer entérocytaire serait le principal mécanisme par lequel l'axe 
hepcidine/FPN régulerait HIF-2α, en déclenchant la stabilisation de HIF-2α par l'efflux de fer 
par la FPN. De plus, HIF2-α est également régulé post-transcriptionnellement par le système 
IRE/IRP par la présence d'un IRE dans son 5′-UTR [74]. 
 
Le second système régule le transport intestinal du fer par la ferritine et a lieu après deux 
prises successives de fer par voie orale à quelques heures d’intervalle. Cet état réfractaire est 
nommé « mucosal block » [75, 76] et montre une régulation locale de l’absorption du fer par le 
contenu en fer de l’entérocyte. La double délétion chez la souris des protéines IRP1 et IRP2 
spécifiquement dans les entérocytes, conduit à une forte expression de la ferroportine et de 
Dmt1, ce qui devrait conduire à une forte absorption de fer. De manière surprenante, dans ces 
conditions, l’absorption de fer par les entérocytes est faible. En effet, Galy et al. ont montré une 
surexpression importante de la ferritine dans ces entérocytes ce qui piège le fer à l’intérieur des 
entérocytes et empêche donc son export dans la circulation sanguine [77]. 
2. Régulation systémique : l’hepcidine, le régulateur majeur 
2.1 Découverte, synthèse et localisation 
Le métabolisme du fer est majoritairement régulé au niveau systémique par l’hepcidine, 
une hormone peptidique produite par les hépatocytes. L’hepcidine est codée chez l’homme par 
le gène HAMP et chez la souris par les gènes Hamp1 et Hamp2. Les souris surexprimant le 




contrairement aux animaux surexprimant Hamp1, démontrant que la protéine codée par Hamp2 
n’agit pas sur le métabolisme du fer [78]. 
L’hepcidine a été décrite pour la première fois comme un peptide antimicrobien et 
nommée LEAP-1 (Liver-Expressed Antimicrobial Peptide) [79-81]. L’implication de 
l’hepcidine dans le métabolisme du fer a été démontrée l’année suivante. En effet, l’hepcidine 
est sécrétée dans le plasma par les hépatocytes et son expression varie en fonction du statut en 
fer de l’organisme. La surcharge en fer augmente l’expression de l’hepcidine alors qu’un régime 
pauvre en fer diminue son expression  [81, 82]. 
Bien que les hépatocytes soient la source principale d’hepcidine plasmatique, d’autres 
cellules ont la capacité de la produire mais dans une moindre mesure, comme les adipocytes les 
macrophages, le rein, l’estomac, le cerveau, le cœur, le pancréas, les poumons, la prostate, le 
placenta, la rétine [83] et la peau [84].  
L’hepcidine est générée sous une forme pré-propeptidique de 84 acide aminés puis la 
forme mature de l’hepcidine (25 acides aminés) est obtenue après deux clivages successifs par 
une peptidase puis par la furine [85]. A cause de sa petite taille, l’hepcidine traverse facilement 
la membrane glomérulaire du rein mais sa fraction excrétée est faible ce qui implique qu’elle 
est réabsorbée par les cellules du tube proximal du rein [86, 87]. La réabsorption de l’hepcidine 
par le tubule proximal du rein se ferait par endocytose via le récepteur megalin [86, 87]. De 
plus, l’hepcidine serait également dégradée dans la lumière du tube proximal [87]. 
2.2 Rôle systémique de l’hepcidine : la dégradation de la ferroportine 
La principale fonction de l’hepcidine est de se lier à la ferroportine, qui est le seul 
exportateur de fer connu à ce jour [34], conduisant à l’internalisation de la ferroportine et à sa 
dégradation par le lysosome [88, 89]. La ferroportine contient 12 domaines transmembranaires 
et est présente au pôle basolatéral des entérocytes du duodénum, au pôle apical des hépatocytes 
et, à la membrane plasmique et dans les endomembranes des macrophages [90-92]. Plus 
précisément, la liaison de l’hepcidine à la ferroportine induit l’ubiquitination des résidus lysines 
240 et 258, conduisant à son endocytose et à sa dégradation [89]. Lorsque la FPN est dégradée, 
le fer est piégé à l’intérieur des cellules, diminuant ainsi la concentration plasmatique en fer. 
Récemment, Aschemeyer et al. ont montré que l’hepcidine régule l’export du fer par la 




FPN provoque son occlusion ce qui bloque l’export de fer, et ce, sans indépendamment de 
l’internalisation de la FPN [93]. 
2.3 Rôle local de l’hepcidine  
Le cœur est l’organe produisant le plus d’hepcidine après le foie. L’hepcidine est 
exprimée par les cardiomyocytes et répond à l’hypoxie et à l’inflammation. La délétion de 
l’hepcidine spécifiquement dans les cardiomyocytes, ou bien l’expression d’une isoforme de la 
FPN résistante à l’hepcidine, conduisent à des dysfonctions cardiaques létales [83]. 
Chez l’homme et le rat, l’hepcidine est exprimée dans les cellules β des ilots de 
Langerhans du pancréas et est régulée par le fer. Le fer régule la sécrétion d’insuline stimulée 
par le glucose, l’hepcidine produite par le pancréas aurait donc un rôle dans la régulation du 
métabolisme glucidique [83]. 
L’hepcidine est également exprimée dans les cellules rénales, principalement dans le 
segment large ascendant cortical et les tubules connecteurs ; dans les macrophages du système 
réticuloendothéliale (RES) et alvéolaires ; dans les cellules pariétales du corps et du fundus de 
l’estomac ; dans le cerveau et le liquide céphalorachidien ; dans la rétine dans les cellules de 
Müller, les cellules photoréceptrices et dans les cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien ; 
dans les cellules épithéliales pulmonaires [83] ; et dans les cellules de la peau [84]. Dans ces 
organes la production d’hepcidine est induite par l’inflammation et/ou l’infection. Selon les 
organes, elle aurait un rôle de défense en limitant l’accès au fer aux bactéries mais aussi un rôle 
antimicrobien en limitant la croissance bactérienne. De plus, l’hepcidine a un rôle tissu-
spécifique. Dans le foie, l’hepcidine est induite par les infections bactériennes et virales, alors 
que dans le cerveau et le rein par exemple, l’hepcidine est induite par les bactéries gram négatifs 
via la voie LPS-TLR (Toll Like Receptor) [83]. 
Chez les patients obèses, le tissu adipeux synthétise de l’hepcidine [94], et l’expression 
de l’ARNm de l’hepcidine corrèle avec des paramètres de l’inflammation, notamment l’IL6 et 
la CRP (Protéine C Réactive). L’hepcidine produite par le tissu adipeux exacerberait la carence 
en fer et l’anémie ferriprive observées chez de nombreux patients obèses. Une hypothèse 
proposée est que l’hepcidine produite localement par le tissu adipeux autour des entérocytes 
inhiberait l’absorption de fer par un mécanisme autocrine ou paracrine. Plusieurs études ont 
exploré le rôle de l’hepcidine sécrétée par le tissu adipeux lors de régime riche en graisse 




Les cellules épithéliales de la prostate synthétisent également l’hepcidine. Cette 
synthèse et sécrétion de l’hepcidine est accrue dans les cellules cancéreuses de prostate ainsi 
que dans le tissu. La dérégulation de l’hepcidine dans la prostate contribuerait donc à la 
croissance et à la progression du cancer de la prostate [95]. 
L’hepcidine est également produite dans le placenta, dans les cellules trophoblastiques. 
Le rôle de l’hepcidine dans le placenta est encore mal compris mais l’hypothèse actuelle est 
que l’hepcidine protègerait des infections vis-à-vis des microorganismes présents dans les 
macrophages ou dans la circulation sanguine par exemple [96]. 
3. Voie de régulation de l’hepcidine 
L’hepcidine étant le régulateur majeur de l’homéostasie martiale, son expression doit 
être finement régulée selon le statut en fer et les besoins de l’organisme. Différents signaux 
régulent l’hepcidine ; le fer, l’inflammation et le stress du réticulum endoplasmique induisent 
son expression alors que le stress érythroïde l’inhibe. A l’échelle protéique, la matriptase-2 est 
un régulateur majeur de son expression. 
3.1. La régulation par le fer 
 Lors d’une carence en fer, l’expression de l’hepcidine diminue, la FPN n’est plus 
dégradée, ce qui permet l’absorption de fer par les entérocytes du duodénum mais aussi sa 
libération par les macrophages ayant recyclés les GR sénescents. La quantité de fer plasmatique 
augmente donc dans cette condition. A l’inverse, lors d’une surcharge en fer de l’organisme, 
l’expression de l’hepcidine est induite, ce qui a pour conséquence la dégradation de la 
ferroportine et donc la rétention du fer à l’intérieur des cellules (entérocytes, macrophages et 
hépatocytes). 
La voie de régulation majeure de l’expression de l’hepcidine par le fer est la voie de 
régulation BMP-SMAD [97]. Les BMPs (Bone Morphogenetic Protein) font partie de la 
superfamille des TGFβ, et sont impliqués entres autres dans le développement embryonnaire et 
la croissance osseuse. Les ligands BMPs sont produits sous forme de longs précurseurs puis 
sont maturés grâce à des clivages protéolytiques successifs. Plus d’une vingtaine de ligands 
BMP sont connus. Ils forment des homodimères ou hétérodimères ce qui implique un grand 
nombre de combinaisons possibles. Plusieurs ligands BMPs sont produits dans le foie (Bmp2, 
Bmp4, Bmp5, Bmp6 et Bmp9) [98]. In vivo, Bmp2 et Bmp6 sont les deux ligands BMPs 




produits quasiment exclusivement par les cellules endothéliales sinusoïdales (LSEC), 
impliquant une régulation paracrine de l’hepcidine [98]. La délétion de Bmp6 [103] ou de Bmp2 
[101, 102] spécifiquement dans les LSECs, reproduit la faible expression d’hepcidine et la 
surcharge en fer des souris avec une délétion totale de chaque protéine. En condition de fer 
normosuffisante, BMP2 est le ligand prépondérant régulant l’expression de l’hepcidine [102] 
alors que BMP6 régule l’hepcidine lors de surcharge en fer puisque l’expression de BMP6 est 
induite par le fer hépatique [104]. La manière dont les LSECs détectent les variations de 
concentration de fer dans l’organisme, et par conséquent, la régulation de BMP2 et BMP6 en 
fonction de ces variations, n’est pas encore tout à fait comprise. Le facteur de transcription Nrf2 
(Nuclear factor erythroid 2-Related Factor), régule des gènes lors de stress oxydatif, et vient 
d’être démontré comme régulant l’expression de Bmp6 en réponse au fer [105]. De plus, 
l’expression de Bmp2 est également régulée par les ROS [98]. Des études supplémentaires sont 
nécessaires pour explorer ces découvertes récentes. L’importance de BMP6 chez l’homme a été 
démontré par la présence de mutations hétérozygotes de type non-sens chez des patients. Elles 
entraînent une diminution de la voie BMP-SMAD et de la synthèse d’hepcidine, et conduisent 
à une surcharge modérée en fer chez ces patients [106]. 
Les ligands BMPs se fixent sur des récepteurs de type ALK (Activin-Like Receptor) qui 
sont des récepteurs de type sérine-thréonine kinase. Il existe deux types de ALK : les BMP 
récepteurs de type I (BMPRI) qui sont activés constitutivement, et les BMPRII qui sont activés 
par phosphorylation. Dans la sous-famille des récepteurs BMPs, il existe 4 types de BMPRI : 
ALK1, ALK2, ALK3 et ALK6 et 3 types de BMPRII : ACTRIIA, ACTRIIB et BMPRII. 
Comme les ligands, les récepteurs forment des homodimères ou hétérodimères. Pour que la 
voie BMP-SMAD soit activée, 6 acteurs sont donc nécessaires, un dimère de ligands BMP, un 
dimère de BMPRI et un dimère de BMPRII. La régulation de l’hepcidine par le fer se fait 
majoritairement via les récepteurs ALK3, ALK2 [107] et ACTRIIA ou BMPR2 [108]. En effet, 
la délétion d’ALK3, et dans une moindre mesure d’ALK2, spécifiquement dans les hépatocytes 
cause une surcharge en fer in vivo [107]. ACTRIIA et BMPR2 sont exprimés dans le foie et ont 
des rôles redondants, la présence de l’un deux étant suffisantes pour maintenir l’expression de 
l’hepcidine alors que leur délétion combinée provoque une surcharge en fer [108]. 
A l’heure actuelle, il est admis que différents complexes de BMPR, n’impliquant pas 
les mêmes acteurs, régulent l’expression de l’hepcidine. Selon ce modèle, BMP2 se lierait à 




L’absence d’ALK2 dans une lignée cellulaire d’hépatocarcinome empêche l’activation de la 
voie BMP-SMAD médiée par BMP6, alors que l’absence d’ALK3 empêche l’activation de la 
voie BMP-SMAD par les deux ligands [109]. Cependant, la surcharge en fer est beaucoup plus 
sévère chez les souris Bmp6-/- que chez les Alk2alb/alb, suggérant que Bmp6 pourrait signaler via 
un autre BmpRI en absence d’Alk2. De plus, la double délétion de Bmp2 (dans les cellules 
endothéliales) et Bmp6 (Bmp6-/-Bmp2tek/tek) chez la souris n’aggrave pas l’hémochromatose par 
rapport à des souris délétées pour Bmp6 ou Bmp2 uniquement. Ces résultats suggèrent qu’in 
vivo, BMP2 et BMP6 pourraient former un hétérodimère [110]. De manière surprenante, les 
animaux Bmp6-/-Bmp2tek/tek placés sous régime carencé en fer (afin de ne pas provoquer de 
surcharge en fer) puis placés sous régime contenant une quantité standard de fer, activent la 
voie Bmp-Smad et induisent l’expression de l’hepcidine. Ces résultats suggèrent qu’en absence 
de Bmp6 et de Bmp2, d’autres ligands Bmp peuvent induire l’expression de l’hepcidine en 
réponse au fer [110]. 
La spécificité de la voie BMP-SMAD dans le foie et son rôle dans le métabolisme du 
fer se fait à travers deux acteurs, le ligand BMP6 et l’hémojuvéline (HJV) qui est un corécepteur 
des BMPRs. In vivo, les BMPs ligands BMP2 et BMP6 sous forme de dimères se lient au 
complexe BMPR. Le complexe BMPR contient : un dimère de BMPRI, un dimère de BMPRII, 
et des corécepteurs comme HJV et la néogénine. Lors de la fixation des ligands BMP sur le 
complexe BMPR, BMPRII phosphoryle BMPRI, ce dernier phosphorylant à son tour le 
complexe SMAD1/5/8 (Son of Mother Againt Decapentaplegic). Le complexe SMAD1/5/8 
phosphorylé se lie à la protéine SMAD4. Ce complexe activé transloque dans le noyau et se 
fixe à des éléments de réponse aux BMPs (BMP-RE) [111] induisant la transcription de gènes 
cibles tels que HAMP, ID1 ou encore SMAD7 [112]. Deux BMP-RE se trouvent dans le 
promoteur de l’hepcidine, un BMP-RE proximal et un BMP-RE distal. 
Les souris délétées pour Smad4 spécifiquement dans le foie présentent un phénotype 
sévère de surcharge en fer similaire au phénotype observé chez les souris délétées pour 
l’hepcidine. Cependant aucune mutation dans les gènes codant pour les protéines BMPR-I et 
SMAD4 n’a été découverte chez l’humain dans le cas de surcharge en fer, ce qui laisse penser 
que ces mutations sont létales durant l’embryogenèse.  
L’hémojuvéline (HJV) est codée par le gène Hjv et a été nommée ainsi car chez 
l’homme, des mutations dans son gène conduisent à l’hémochromatose juvénile [113]. 





Figure 6 : Régulation de l'expression de l'hepcidine par la voie du fer (adapté de [98]) 
La voie de régulation majeure de l’hepcidine est la voie de signalisation BMP-SMAD dans les 
hépatocytes. Lorsque la quantité de fer sérique est normale, le ligand BMP2 est produit par les 
cellules endothéliales (LSECs), et se lie à ALK3 (BMPR-I) et un BMP récepteur de type II 
(BMPR-II) en présence du corécepteur hémojuvéline, de HFE et TFR2 qui stabilisent le 
complexe. La liaison de BMP2 entraine la phosphorylation du BMPR-I par le BMPR-II, qui 
active à leur tour la phosphorylation des protéines SMAD1/5/8 qui s’associent alors à SMAD4. 
Ce complexe transloque dans le noyau et induit l’expression de gènes cibles tels que celui de 
l’hepcidine. L’inhibiteur majeur de l’expression de l’hepcidine est la protéase à sérine 
membranaire, Matriptase-2. Lors d’une surcharge en fer, la transcription de BMP6 augmente 
dans les LSECs. BMP6 se lie à ALK2, entrainant le déplacement de FKBP12, et l’activation 
des protéines SMAD1/5/8. Les ligands BMP6 et BMP2 pourraient former un hétérodimère et 





qui sont une famille de corécepteurs spécifiques aux BMPs. Contrairement aux autres RGMs 
présents majoritairement dans le système nerveux central, l’hémojuvéline est présente dans le 
foie et le muscle squelettique [114]. C’est une protéine membranaire de 50 kDa sous forme 
monomérique ou de 20 et 35 kDa sous forme hétérodimérique, possédant une ancre 
glycophosphatidil-inositol (GPI). Lorsque HJV est mutée, malgré une surcharge en fer sévère, 
le niveau d’hepcidine est anormalement bas. Ceci démontre l’importance d’HJV comme 
corécepteur des BMPR pour la régulation de l’hepcidine par le fer. En plus de l’HJV 
membranaire, une autre forme d’HJV existe, l’HJV soluble qui est le produit de clivage de 
capter ces ligands, empêchant donc les ligands BMPs de se lier au complexe BMPR. Ceci 
empêche l’activation de la voie BMP-SMAD et la transcription de l’hepcidine. L’HJV 
membranaire et l’HJV soluble ont donc deux rôles opposés, le premier étant d’induire 
l’expression de l’hepcidine et le second de la réprimer. 
L’expression de l’hepcidine est également inhibée par certaines protéines via 
l’inhibition de la voie BMP-SMAD, notamment par les protéines SMAD7 et la matriptase-2.  
SMAD7 est un inhibiteur de l’expression de l’hepcidine, identifié grâce à un crible de 
SiRNA dans les cellules HuH7 [115], une lignée humaine d’hépatocarcinome. Smad7 lie les 
BmpR-Is et entre en compétition avec Smad1/5/8 pour leur phosphorylation, ce qui inhibe la 
voie Bmp-Smad [116]. 
La matriptase-2 est une protéase à sérine exprimée majoritairement à la surface des 
hépatocytes. La perte de fonction de la matriptase-2 conduit à un niveau d’hepcidine élevé et 
donc à une anémie ferriprive sévère. Les informations concernant la matriptase-2 seront 
abordées dans le chapitre III « Un régulateur majeur de l’hepcidine : la matriptase-2 » de 
l’introduction. 
Une autre voie par laquelle le fer régule l’expression de l’hepcidine est la voie 
HFE/TFR1/TFR2, dans laquelle l’expression de l’hepcidine est régulée par la saturation de la 
transferrine. Le gène HFE code pour une glycoprotéine transmembranaire qui est une protéine 
du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) I non classique. Cette protéine est la plus 
fréquemment mutée dans l’hémochromatose héréditaire. TfR1 et TfR2, deux récepteurs à la 
transferrine (décrit précédemment dans la partie I.4 de l’introduction) sont impliqués dans cette 
régulation. Il a été proposé qu’à l’état basal, lorsque l’apotransferrine est présente, HFE et TfR1 





Figure 7 : Régulation de l’hepcidine par l’inflammation 
La liaison de l’IL-6 à l’IL-6 récepteur, présent à la surface des hépatocytes, active la voie JAK2-
STAT-3. Ceci conduit à la phosphorylation de STAT3 qui se fixe sur l’élément de réponse à 





TfR1 pour l’holotransferrine que pour HFE dissocierait ce complexe. HFE libérée se lierait 
alors à TfR2 [117, 118]. Le complexe ainsi formé activerait la phosphorylation de Smad1/5/8 
indépendamment de l’induction de Bmp6 dans le foie [119]. 
 Cependant, les études récentes de mon équipe ont mis en lumière une nouvelle 
hypothèse sur l’interaction des différentes protéines au sein des complexes. La délétion de 
Bmp6 aggrave le phénotype des souris délétées soit pour la β2-microglobuline qui reproduit la  
perte de Hfe, soit pour Tfr2 [120], soit pour Hjv [121]. En revanche, la perte de HJV n’aggrave 
pas le phénotype lors de l’absence de Hfe ou Tfr2 [120]. Ceci suggère que les protéines BMP6 
et HJV-HFE-TFR2 ne font pas partie du même complexe et n’ont donc pas un rôle redondant 
dans l’activation de la voie BMP-SMAD [120, 121]. Puisque BMP6 semble signaler via ALK2, 
cela impliquerait que les protéines HJV-HFE-TFR2 seraient complexées à ALK3, ce qui est 
corroboré par le fait que HFE stabilise ALK3 à la membrane [122]. 
 FKBP12 (FK506-Binding Protein 1A) est une immunophiline, c’est-à-dire une cible des 
immunosuppresseurs, et régule l’expression de l’hepcidine à la fois in vitro et in vivo. FKBP12 
se lie à ALK2, ce qui empêche alors ALK2 de signaler. In vitro, le traitement des cellules avec 
BMP6 déplace FKBP12 et permet au complexe de BMPR contenant ALK2 de signaler [123].  
3.2 La régulation par l’inflammation 
 Les peptides antimicrobiens sont généralement induits par le LPS (Lipopolysaccharide). 
Le LPS correspond à une grosse molécule présente sur la paroi bactérienne des bactéries à gram 
négatif. L’hepcidine possède des similarités avec les peptides antimicrobiens, sa régulation par 
l’inflammation a donc été étudiée. En effet, l’injection de LPS à des souris induit la transcription 
de l’hepcidine dans le foie [81, 124, 125]. Cette induction de l’expression de l’hepcidine 
s’accompagne d’une diminution de la quantité de fer présente dans le sérum. Il est proposé que 
ce mécanisme de défense mis en place rapidement par l’organisme pourrait être un avantage 
lors de certaines infections bactériennes en limitant la biodisponibilité en fer pour les 
pathogènes [126]. En effet, les souris délétées pour Hamp1 meurent de septicémie après 
infection à Vibrio vulnificus, reproduisant la forte mortalité observée chez les patients 
surchargés en fer et infectés avec cette bactérie [127]. 
De plus, il a été montré que chez les patients, l’anémie chronique inflammatoire, causée par 
exemple par un cancer ou une infection, est associée à une augmentation de la quantité 
d’hepcidine dans les urines [128]. L’injection de LPS chez des sujets sains induit également 





Figure 8 : Production de globules rouges lors de l'érythropoïèse 
Les cellules souches hématopoïétiques (CSH) de la moelle osseuse se différencient en 
progéniteurs immatures restreints à la lignée érythroïde, en BFU-E (Burst Forming Unit-
Erythroid) puis en CFU-E (Colony Forming Unit-Erythroid). Le CFU-E se différencie en 
proérythroblaste puis en érythroblastes (basophile, polychromatique, orhtochromatique). 
L’érythroblaste orthochromatique se divise en pyrénocytes (cellules nucléées) et en 
réticulocytes (cellules énucléées) qui terminent leur maturation dans la circulation sanguine 





[129, 130]. Le LPS induit la production de différentes cytokines pro-inflammatoires, telles que 
l’IL-6, l’IL-1β et le TNF-α [98]. L’Il6 est une des principales cytokine qui participe à 
l’induction de l’hepcidine lors de l’inflammation [128]. Ceci a été démontré chez la souris, mais 
aussi chez l’homme. En effet, chez des sujets sains, l’injection d’IL-6 augmente la quantité 
d’hepcidine urinaire [125]. Lors de l’inflammation, l’IL-6 se lie à son récepteur, l’IL-6 
récepteur, ce qui phosphoryle le facteur Janus kinase 2 (p-JAK2). p-JAK2 phosphoryle à son 
tour le facteur de transcription STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3) qui 
transloque dans le noyau et se lie au site de liaison STAT3-RE (STAT3-Responsive Element) 
présent dans le promoteur de l’hepcidine afin d’induire sa transcription [131, 132]. 
De plus, la voie BMP-SMAD est également requise lors de l’inflammation. En effet, 
l’hepcidine n’est pas induite dans les souris délétées spécifiquement dans le foie soit pour 
Smad4 [133], soit pour Alk3 [108, 134] en réponse à l’IL-6/LPS. L’importance du BMP-RE 
proximal en plus du STAT-RE dans le promoteur de l’hepcidine lors de l’induction de 
l’hepcidine en réponse à l’inflammation a également été montré in vitro [111]. Ces résultats 
obtenus in vitro doivent être confirmés in vivo. Ceci montre un lien étroit entre la voie BMP-
SMAD et la voie de l’IL-6/STAT-3 lors de l’inflammation.  
3.4 La régulation par l’érythropoïèse 
L’érythropoïèse, c’est-à-dire la production de globules rouges, est le mécanisme principal 
consommateur de fer du corps humain pour produire l’hémoglobine. En effet, le corps humain 
contient entre 3 et 5 grammes de fer dont 2 à 3 grammes dans les cellules érythroïdes. De plus, 
pour 5 litres de sang, le corps humain contient environ 2.5 × 1013 érythrocytes contenant chacun 
environ 270 millions de molécules d’hémoglobine. Les globules rouges ont une durée de vie 
moyenne de 120 jours chez l’homme et de 30 à 40 jours chez la souris. Chaque jour environ 
200 milliards de nouveaux globules rouges sont produits ce qui nécessite environ 20 à 25mg de 
fer. L’érythropoïèse a lieu dans la moelle osseuse et conduit à la production de globules rouges 
à partir de cellules souches hématopoïétiques (CSH). Les CSH sont des cellules pluripotentes, 
c’est-à-dire qu’elles s’auto-renouvellent mais surtout qu’elles ont la capacité à se différencier 
en n’importe quels types cellulaires présents dans le sang sous l’influence de différents signaux 
et facteurs de croissance. Après plusieurs étapes de différenciation, le proérythroblaste est 
obtenu, puis se différencie lui-même en érythroblaste (basophile, polychromatique et 
orthochromatique). L’érythroblaste orthochromatique se divise en un réticulocyte énucléé et en 





Figure 9 : Régulation de l’hepcidine lors d’un stress érythroïde 
Lors d’un stress érythroïde, l’EPO est produite dans le rein et induit l’expression d’ERFE 
produit par les précurseurs érythroïdes dans la MO. ERFE se lie aux ligands BMP2 et BMP6, 
ce qui inhibe la voie BMP-SMAD et l’expression de l’hepcidine. De plus, la matriptase-2 est 
essentielle à la régulation de l’hepcidine par l’érythropoïèse, probablement en contrôlant le 
niveau d’activation de la voie BMP-SMAD. L’inhibition de l’hepcidine par ERFE, permet 
l’augmentation d’expression de la ferroportine dans les entérocytes du duodénum et donc 





poursuivent leur maturation dans la moelle osseuse avant de rejoindre la circulation sanguine 
afin de terminer leur maturation et de former les érythrocytes ou globules rouges [135].  
Lors d’anémie ou d’hypoxie par exemple, l’érythropoïétine (EPO) est produite par le 
rein et se fixe sur son récepteur, EPOR (EPO Récepteur), pour stimuler la croissance, inhiber 
l’apoptose et induire la différenciation des progéniteurs érythroïdes [136]. Des études chez la 
souris [137] et chez l’homme [138, 139] ont démontré le lien entre la suppression de l’hepcidine 
et l’érythropoïèse. En effet, l’injection sous-cutanée d’EPO à des volontaires sains, ou la 
phlébotomie (retrait de 250mL de sang dans cette étude), diminuent la quantité d’hepcidine 
circulante dans le plasma [140]. L’irradiation de souris, détruisant les cellules 
hématopoïétiques, bloque l’inhibition de l’expression de l’hepcidine par l’EPO, suggérant 
qu’un facteur produit par la MO circule et est responsable de l’inhibition de l’expression 
l’hepcidine lors d’un stress érythroïde [141, 142]. Plusieurs protéines ont été proposées comme 
régulateur de l’expression de l’hepcidine par le stress érythroïde, GDF15 (Growth 
Differentiation Factor 15), membre de la famille du TGFβ, et TWGS1 (TWisted GaStrulation 
1), deux hormones sécrétées par les érythroblastes. Si Gdf15 est responsable de l’inhibition de 
l’hepcidine lors d’un stress érythroïde, l’expression de l’hepcidine ne devrait pas être inhibée 
en absence de Gdf15. Cependant, les souris délétées pour Gdf15 suppriment l’expression de 
l’hepcidine après phlébotomie indiquant que cette hormone n’est pas essentielle dans 
l’inhibition de l’hepcidine par l’érythropoïèse [143]. De plus, l’administration d’EPO ou la 
phlébotomie n’induisent pas la transcription de Twgs1 ce qui semble exclure cette hormone 
comme régulateur de l’hepcidine lors d’un stress érythroïde [144]. 
En 2014, Kautz et al. ont identifié un nouveau régulateur érythroïde impliqué dans 
l’inhibition de l’expression de l’hepcidine lors de l’érythropoïèse, l’érythroferrone ou ERFE. 
En réponse à l’EPO, ERFE est produit par les précurseurs érythroïdes de la moelle osseuse et 
de la rate via Stat5. En effet, contrairement à l’inhibition de l’expression de l’hepcidine 
observée chez des souris sauvages, les souris Erfe KO ne suppriment pas leur hepcidine lors 
des 24 premières heures après phlébotomie ou en réponse à l’injection d’EPO [145]. Très 
récemment, ERFE a été montré comme séquestrant les ligands BMPs (BMP2 et BMP6 qui 
formeraient un hétérodimère) [146, 147], ce qui inhiberait le complexe comprenant ALK3 






Figure 10 : Mécanisme d’activation de la voie UPR lors du stress du réticulum 
endoplasmique 
En condition physiologique, la protéine chaperonne BiP est liée aux protéines de la réponse 
UPR : IRE-1, PERK et ATF6. Lors de perturbations de l’homéostasie du RE, les protéines mal 
repliées s’accumulent dans le RE. La protéine BiP se détache des protéines de la réponse UPR 
pour se fixer sur les protéines mal repliées, activant les protéines de la réponse UPR. La 
dimérisation et l’autophosphorylation des protéines IRE-1 et PERK conduisent à leur 
activation. La forme active d’IRE-1 clive l’ARNm de XBP1 en sa forme épissée (XBP1s). La 
forme active de PERK phosphoryle eIF2α qui atténue la traduction des protéines en général, et 
augmente la transcription d’ATF4. ATF6 transloque du RE vers l’appareil de Golgi, où cette 
protéine est clivée par les protéases S1P/S2P, relargant une partie d’ATF6 agissant comme un 






Une autre protéine impliquée dans le métabolisme du fer, la matriptase-2 (codée par le 
gène Tmprss6), a été montrée comme indispensable à la régulation de l’hepcidine par 
l’érythropoïèse [148]. La matriptase-2 est une protéase inhibant la voie BMP-SMAD dans les 
hépatocytes et donc inhibant l’hepcidine. Nai et al. ont montré que l’injection d’EPO inhibent 
l’expression de l’hepcidine chez des souris sauvages mais pas chez des souris Tmprss6-/-. La 
sur-activation de la voie BMP-SMAD liée à l’absence de matriptase-2 est proposée comme 
mécanisme contribuant à la nécessité de la MT2 lors de la régulation de l’hepcidine par le stress 
érythroïde. 
3.3 La régulation par le stress du réticulum endoplasmique 
En 2009, une autre voie d’induction de l’hepcidine a été découverte, le stress du 
réticulum endoplasmique (RE) [149]. Le réticulum endoplasmique est un organite cellulaire 
possédant de nombreuses fonctions telles que la biosynthèse, le repliement et l’assemblage des 
protéines ainsi que leur modification post-traductionnelle, mais aussi la synthèse des lipides et 
des stérols. Le RE est également le lieu de stockage du calcium. En condition de stress 
physiologique ou pathologique, comme l’augmentation de la sécrétion de protéine ou la 
présence de protéines mutées ou mal repliées, les capacités du RE à replier les protéines sont 
dépassées provoquant un stress du RE. Les cellules eucaryotes ont mis en place des voies de 
signalisations capables de détecter et de répondre au stress du RE. Ces voies comprennent la 
réponse UPR (Unfolded Protein Response) qui regroupent 3 voies de signalisation initiées par 
différentes protéines transmembranaires : la voie contrôlée par la protéine IRE1α (Inositol-
Requiring Kinase 1), celle induite par le facteur de transcription activateur ATF6 (Activating 
Transcription Factor 6), et enfin la voie induite par la protéine PERK (Protein kinase (PKR)-
like Endoplasmic Reticulum Kinase). Le domaine présent dans la lumière du RE de ces 3 
protéines est associé à une protéine chaperonne, la protéine BiP (Binding Immunoglobulin 
Protein), les gardant dans un état inactif. Lorsque les protéines ne sont pas correctement 
repliées, elles s’accumulent dans le RE, et BiP se lient à ces protéines mal repliées afin 
d’empêcher leur agrégation. La dissociation de la protéine BiP de PERK et IRE1 entraine leur 
oligomérisation ou leur dimérisation, puis leur transphosphorylation permettant l’activation des 
voies de signalisation sous-jacentes. En revanche, la libération de la protéine ATF6 de BiP 





3.3.1 Les voies de la réponse UPR 
La voie IRE1 
La transphosphorylation d’IRE1 active la cascade de signalisation TRAF2 (Tumour 
necrosis factor Receptor-Associated Factor 2) et JNK (c-Jun N-terminal Kinase) mais aussi son 
domaine cytosolique très homologue à la RNase L. Le domaine cytosolique d’IRE1 clive 
l’ARNm de XBP1 (X-box Binding Protein 1), qui est un facteur de transcription, ou à l’aide 
d’autres protéines, catalyse l’épissage d’un intron de l’ARNm de XBP1 produisant la forme 
épissée de XBP1 (XBP1s). XBP1s induit la transcription de gènes cibles afin de diminuer le 
stress du RE et ainsi restaurer l’homéostasie cellulaire. De plus, XBP1s régule de nombreuses 
voies métaboliques telles que la biosynthèse lipidique, le métabolisme glucidique et la voie de 
signalisation de l’insuline par exemple. 
La voie ATF6 
ATF6 est codée chez l’homme par deux gènes ATF6A et ATF6B, codant respectivement 
pour les protéines ATF6α et ATF6β. Après le détachement de la protéine BiP et son activation 
dans le RE, ATF6 est exportée dans le Golgi où elle est clivée par deux protéases S1P (Site-1-
Protéase) et S2P (Site-2-Protéase). Le produit de clivage d’ATF6 correspond à sa portion 
cytosolique N-terminale notée ATF6f, ce fragment transloque dans le noyau où il induit la 
transcription de gènes de la voie UPR. ATF6β est un faible activateur des gènes de la voie UPR 
et inhibe ATF6α en se dimérisant avec elle. ATF6 interagit avec d’autres facteurs de 
transcription, tels que XBP1, et donc contrôle de nombreux gènes. ATF6 peut également induire 
l’expression des protéines XBP1 et CHOP (CAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) 
Homologous Protein) afin de stimuler la réponse UPR. 
La voie PERK 
 PERK est une sérine/thréonine kinase exprimée de manière ubiquitaire dans le corps 
humain. PERK possède un domaine dans la lumière du RE ainsi qu’un domaine kinase 
cytosolique. Le détachement de la protéine BiP du domaine de PERK présent dans la lumière 
du RE induit l’activation de PERK via son oligodimérisation et sa trans-autophosphorylation 
et. Cette forme active de PERK phosphoryle la protéine eIF2α (p-eIF2α). Cette dernière 
diminue d’une part la traduction protéique en inhibant l’activité d’eIF2β (Eukaryotic translation 
initiation Factor 2B). D’autre part, p-eIF2α induit la traduction d’ATF4 qui va elle-même 




impliqués dans la synthèse protéique ainsi que dans la réponse UPR. L'arrêt de la traduction 
induit par p-eIF2α réduit la charge protéique dans la lumière du RE et conserve les nutriments, 
tandis que l'expression des gènes régulés par ATF4 et impliqués dans le transport et le 
métabolisme des acides aminés, la protection contre le stress oxydatif, l'homéostasie des 
protéines et l'autophagie aident la cellule à faire face au stress du RE [150].  
3.3.2 La régulation de l’hepcidine par le stress du RE 
Vecchi et al. ont montré que le stress du RE induit l’expression de l’hepcidine via le 
facteur de transcription CREBH (Cyclic AMP Response Element-Binding protein H), les souris 
délétées pour la protéine CREBH (Creb3l3-/-) n’induisant pas l’expression de l’hepcidine en 
réponse au stress du RE [149].  
Une autre étude démontre que le stress du RE induit l’expression de l’hepcidine en 
modulant la voie Bmp-Smad [151]. In vivo, l’induction de l’hepcidine par le stress du RE est 
prévenue en inhibant la voie Bmp-Smad, démontrant un rôle crucial de cette voie dans la 
régulation de l’hepcidine en réponse au stress du RE. Dans les souris Creb3l3-/-, bien que 
l’hepcidine ne soit pas induite, les protéines Smad1/5/8 sont phosphorylées en réponse au stress 
du RE. La voie Bmp-Smad ainsi que la protéine Crebh semblent donc essentielles à l’induction 
de l’hepcidine lors du stress du RE. 
Cependant, l’activation de CREBH par le stress du RE est controversée à l’heure actuelle 
[152-154]. Bailey et al. montrent qu’en condition physiologique, CREBH est transporté du RE 
vers le cytosol où il est dégradé par le protéasome. De plus, le stress du RE induit par la 
tunicamycine n’entraine pas de translocation nucléaire de CREBH.  
Le mécanisme exact par lequel le stress du RE régule l’expression de l’hepcidine doit être 
élucidé et sera discuté plus loin dans ce manuscrit. 
3.5 Régulations post-transcriptionnelles de l’hepcidine 
L’ARNm de l’hepcidine est également régulé à l’échelle post-transcriptionnelle par la 
fixation de la protéine HuR (Human antigen R) sur le 3’-UTR de son ARNm. HuR est une 
protéine ubiquitaire de 34kDa codée par le gène ELAVL-1. A l’inverse des autres protéines se 
fixant sur les séquences riches en AU, HuR a un effet stabilisateur des ARNm cibles. HuR est 
présent à l’état basal dans le noyau et sa translocation dans le cytoplasme est essentielle à sa 




voie de l’AMPK, Chk2 ou voie des PKC) [155]. HuR est impliqué dans de nombreuses 
pathologies, notamment dans les maladies hépatiques telles que la NAFLD (non alcoholic fatty 
liver disease), l’inflammation, l’hépatite virale, la fibrose hépatique et l’hépatocarcinome [156]. 
En réponse aux acides gras saturés, la PKCδ (Protéine kinase C δ) phosphoryle la protéine HuR 
qui transloque alors du noyau vers le cytoplasme. Dans le cytoplasme, HuR se fixe sur une 
séquence riche en AU présent dans le 3’-UTR de l’ARNm de l’hepcidine entrainant sa 
stabilisation [157]. 
L’expression de l’hepcidine est également régulée par la fixation de micro-ARNs 
(miARNs) sur le 3’-UTR d’ARNm de protéines impliquée dans sa régulation. La liaison des 
miARNs au 3’-UTR d’ARNm cibles bloque la traduction de ces ARNm ou induit leur 
dégradation. miR122 fixe l’ARNm de Hfe, Hjv et Alk3, et miR130a lie l’ARNm de Alk2, 
conduisant à une baisse de leur expression, et par conséquent, de l’expression de l’hepcidine 
[64]. 
3.6 Régulation de l’hepcidine par la testostérone 
L’expression de l’hepcidine est également régulée par la testostérone. Cette régulation 
par la testostérone explique les différences de niveau d’expression de l’hepcidine entre les 
souris mâles et les femelles. Chez l’homme, l’administration de testostérone diminue la 
concentration d’hepcidine sérique [158].  Le mécanisme de régulation de l’hepcidine 
impliquerait le récepteur à l’Egf (Epidermal Growth Factor) qui inhiberait la voie Bmp-Smad 
et l’expression de l’hepcidine [159].Le mécanisme n’est pas entièrement compris à ce jour, et 
nécessite des études complémentaires. 
III. Un régulateur majeur de l’hepcidine : la matriptase-2 
La matriptase-2 codée par le gène TMPRSS6 est une protéase à sérine transmembranaire 
de type II principalement exprimée dans le foie. Lorsque cette protéase n'est pas fonctionnelle, 
une anémie réfractaire au fer (IRIDA) est observée chez la souris et chez l'homme. La 
matriptase-2 est donc essentielle à la régulation de l'homéostasie du fer.  
1. Identification, localisation et structure de la matriptase-2 
La matriptase-2 (MT2) présente sur le chromosome 22 a été identifiée pour la première 
fois par Velasco et al. en 2002 par criblage d’une banque d’ADNc de foie fœtal humain [160]. 




TMPRSS6, un gène hautement conservé chez les mammifères dont l’homologie est supérieure 
à 80% entre l'homme et d'autres espèces [161]. Les protéases à sérine contiennent une triade 
catalytique de trois acides aminés comportant une sérine, une histidine et un aspartate. Le 
groupement hydroxyle nucléophile de la sérine hydrolyse la liaison peptidique en attaquant le 
groupe carbonyle. Les TTSP sont une sous-famille des protéases à sérine qui ont pour 
caractéristiques : 
x D’être ancrée à la membrane grâce à un domaine N-terminal,  
x De posséder un domaine C-terminal contenant la triade catalytique des protéases 
à sérine, 
x De contenir une région centrale contenant d’un à onze domaines protéiques 
différents.  
Les TTSP comprennent 17 membres compris dans 4 sous-familles : HAT/DESC (Human 
Airway Trypsin-like protease/Differentially Expressed in Squamous cell Carcinoma), 
hepsine/TMPRSS (Transembrane Protease Serine), les matriptases dont fait partie la MT2, et 
la corine. La matriptase-2 est composée d'un domaine cytoplasmique, d’un domaine d’ancrage 
à la membrane (SA) qui permet la liaison à la membrane cellulaire, et d’un ectodomaine. Ce 
dernier, compris entre le domaine transmembranaire et le domaine C-terminal, contient un 
domaine SEA (Sea urchin sperm protein/Enteropeptidase/Agrin), deux domaines CUB 
(Cls/Clr, Urchin embryonic growth factor, Bone morphogenetic protein-1), trois domaines 
LDLRA (Low-Density Lipoprotein Receptor class A) et un domaine protéase à sérine (Figure 
11 page 52) [162]. Le domaine catalytique de la matriptase-2 possède toutes les caractéristiques 
d'une protéase à sérine. En effet, ce domaine contient la triade catalytique, présente dans le site 
actif de l'enzyme et contenant trois acides aminés, les résidus 617H, 668D et 762S 
(numérotation humaine), essentiels pour l'activité protéolytique, et un motif SWG. Le rôle des 
autres domaines de la matriptase-2 reste incertain. En 2015, McDonald et al. ont montré que le 
domaine SEA conduit à son autoactivation [163]. 
L'analyse de l’expression génique la MT2 par Northern Blot dans différents organes 
montre qu’elle est principalement exprimée dans le foie [160], en particulier dans les 
hépatocytes [164]. De plus, l'analyse de la base de données GenBank Unigene montre que la 
matriptase-2 est également exprimée dans une moindre mesure dans les reins, la rate, le cerveau, 




expression de la matriptase-2 dans le foie, son rôle dans cet organe a été étudié de manière plus 
approfondie que dans les autres organes. 
 La matriptase-2 a d'abord été décrite comme une protéine de 802 acides aminés 
correspondant à l'isoforme TMPRSS6 2 (notée TMPRSS6-2 selon la nomenclature UniProt 
Consortium) [165]. Il existe également trois autres isoformes ayant des propriétés distinctes. 
Par exemple, TMPRSS6-1 circule à l'intérieur de la cellule tandis que d'autres isoformes sont 
ancrées à la surface de la cellule. L'analyse des données de séquençage de l’ARN (RNA-seq) a 
révélé que TMPRSS6-2 semble être la forme transcrite principale  dans le foie chez l’homme, 
tandis que TMPRSS6-1 est la forme principale transcrite dans le foie chez la souris. De plus, 
les lignées cellulaires d'hépatocytes couramment utilisées expriment TMPRSS6-2 et 
étonnamment TMPRSS6-3, l'isoforme inactive de la matriptase-2 [166]. 
 L'analyse par Western blot a révélé que la matriptase-2 humaine [160] et murine [164] 
migrent à environ 90 kDa et sont présentes à la surface des cellules. La MT2 peut subir des 
modifications post-traductionnelles, la protéine est alors plus lourde et migre au-delà de 100 
kDa. En effet, l’analyse des motifs présents sur la séquence de la MT2 montre que la queue 
cytoplasmique de la matriptase-2 possède des sites potentiels de phosphorylation, et de 
glycosylation sans les domaines CUB, SEA, LDLRA. Ces phosphorylations pourraient servir 
au recrutement de protéines intracellulaires impliquées dans l’activation de voies de 
signalisation.  
2. Activation du zymogène 
 La matriptase-2 est synthétisée sous forme de zymogène, précurseur inactif d'une enzyme, 
et s'auto-active à la surface cellulaire par un clivage après le résidu 576 d'arginine, entre le 
domaine pro et le domaine catalytique [161].  
 In vitro, plusieurs formes solubles sont présentes dans le milieu conditionné des cellules 
transfectées avec la matriptase-2, soit à 30 et 45kDa, soit à 30 et 60kDa [167-169]. La forme à 
30kDa correspond au domaine catalytique de la MT2, alors que les formes à 45 et 60kDa 
correspondent au clivage de l’ectodomaine dans le domaine CUB2 ou SEA respectivement. Les 
formes à 30 et 60 kDa sont absentes lorsque la matriptase-2 ne possède pas son domaine 
catalytique, ce qui confirme son autoactivation in vitro [169].  De plus, Silvestri et al. montrent 
que, lors de la surexpression de la MT2 dans des lignées cellulaires, l’activité protéolytique de 
la MT2 est uniquement présente dans le milieu de culture et non à la membrane cellulaire. Ces 




matriptase-2 taguée avec un Flag à des souris sauvages ou Tmprss6-/- montre que seule la 
protéine entière est détectable dans le foie, et qu’aucune forme soluble de matriptase-2 n’est 
retrouvée dans le sérum. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ces différences observées entre 
les résultats obtenus in vitro et in vivo. La matriptase-2 étant présente en grande majorité dans 
le foie, la première hypothèse est que l’utilisation de lignées cellulaires humaines non 
hépatiques in vitro, des HEK293 (cellules tumorales rénales) ou des cellules Hela (cellules 
tumorales du col de l’utérus), ne sont pas représentatives de la physiologie réelle. Une autre 
hypothèse est la dilution de la forme soluble de la MT2 dans le volume sanguin total et/ou une 
clairance rapide de cette forme dans la circulation sanguine [170]. Si la forme soluble de la 
MT2 n’existe pas in vivo, il est probable que son substrat se trouve à la surface cellulaire des 
hépatocytes. 
 La transactivation a également été démontrée pour l'activation de la MT2, c’est-à-dire 
qu’une MT2 active peut activer une autre MT2 encore inactive [167]. De plus, des formes 
multimériques de la MT2 ont été observées in vitro indiquant que le mécanisme de 
transactivation est possible [167]. 
3. Rôle et cible de la matriptase-2 
Lors de sa découverte en 2002, la MT2 a tout d’abord été montrée comme clivant les 
protéines de la matrice extracellulaire telles que le collagène de type I, la fibronectine et le 
fibrinogène [160]. 
 En 2008, Beutler et al. ont découvert le rôle de la matriptase-2 dans le métabolisme du 
fer en induisant des mutations chimiques dans le gène codant la matriptase-2 (souris mask) 
conduisant à la perte de son domaine protéolytique [171]. Ces souris mask présentent une 
alopécie (absence de poils) et un poids diminué. D’un point de vue hématologique, elles 
développent une anémie microcytaire, c’est-à-dire qu’elles ont des globules rouges plus petits 
avec une quantité d’hémoglobine réduite. Le même phénotype est observé chez les souris 
délétées pour le gène Tmprss6 [172]. Cette anémie est due à la levée de l’inhibition de 
l'expression de l'hepcidine conduisant ainsi au blocage de l'absorption du fer par les entérocytes 
et donc à une carence en fer sévère. La matriptase-2 est donc un régulateur majeur de 
l’expression de l’hepcidine. 
 A ce jour, le mécanisme par lequel la MT2 inhibe l’expression de l'hepcidine n’est pas 
encore parfaitement compris. In vitro, la matriptase-2 inhibe l'expression de l'hepcidine par le 




Cependant, ces résultats sont controversés car de manière surprenante, la quantité 
d'hémojuveline diminue à la surface des hépatocytes à la fois dans les souris mask et les souris 
Tmprss6-/-, au lieu d’augmenter dans les souris mask en l’absence de clivage par la MT2 [173, 
174]. De plus, dans les souris Tmprss6-/-, la quantité d'hémojuveline soluble présente dans le 
sérum est égale à celle observée chez des souris sauvages, alors qu’elle devrait diminuer en 
absence de clivage par la matriptase-2 [175]. 
 Récemment, il a été suggéré que la matriptase-2 régule l'expression de l'hepcidine par le 
clivage de plusieurs composants de la voie de signalisation BMP-SMAD, tels que les BMPR-I 
ALK-2 et -3, HFE et TFR-2, mais indépendamment du clivage du HJV [176].  
In vivo, le mécanisme exact par lequel la matriptase-2 inhibe l'expression de l'hepcidine doit 
être élucidé. 
 Willemetz et al. ont découvert le rôle de la MT2 dans la répression de l'expression de 
l'hepcidine lors du développement embryonnaire [177]. Lors de la vie fœtale et après la 
naissance, les besoins en fer sont élevés en raison de la croissance et de l'expansion du 
compartiment des globules rouges. Ce besoin aigu de fer conduit à une répression de 
l'expression de l'hepcidine. Chez les fœtus en bonne santé, l'expression de l'hepcidine est à peine 
détectable tandis que chez les fœtus Tmprss6-/-, son expression est 60 fois plus élevée que chez 
les fœtus WT. Les fœtus Tmprss6-/- présentent donc une diminution de leur contenu en fer, mais 
aussi une diminution de l'hémoglobine et du volume cellulaire moyen (MCV) sans impact sur 
le nombre de globules rouges. La MT2 semble donc être essentielle dans la régulation de 
l'expression de l'hepcidine dès le développement in utero. 
4. Régulation de la matriptase-2  
 La matriptase-2 est un régulateur majeur de l'homéostasie du fer, mais elle est elle-même 
régulée au niveau transcriptionnel et protéique par différents stimuli afin de permettre à 
l’organisme de s’adapter à l’excès ou aux besoins en fer.  
4.1 Régulation de la matriptase-2 par des inhibiteurs endogènes  
 Deux inhibiteurs endogènes régulent l’activité protéolytique de la matriptase-1, les 
inhibiteurs de l'activateur du facteur de croissance des hépatocytes (HAI) -1 et -2. La forte 
homologie entre la matriptase-1 et -2 suggère que la matriptase-2 pourrait également avoir des 
inhibiteurs endogènes. Il est intéressant de noter qu’en plus de réguler la MT2, le fer et 
l’hypoxie régulent transcriptionnellement HAI-2 dans les cellules Huh-7 (lignée humaine 




de HEK293 surexprimant la MT2. La liaison d’HAI2 à la MT2 inhibe son activité protéolytique 
à la membrane et dans le milieu conditionné, et par conséquent, augmente l’expression de 
l’hepcidine [178]. Le rôle d’HAI-2 n’a cependant jamais été confirmé in vivo. 
4.2 Régulation de la matriptase-2 par le fer 
 Les variations aigues et chroniques de fer régulent l’expression de la matriptase-2 [179, 
180]. En effet, la stimulation de cellules Hep3B, une lignée humaine d’hépatocarcinome, avec 
la protéine recombinante BMP6 augmente l’expression de l’hepcidine au niveau 
transcriptionnel mais aussi celle de TMPRSS6 de manière dose dépendante. Cette augmentation 
du transcrit de TMPRSS6 s’accompagne d’une augmentation de la quantité de protéines à la 
membrane et de son activité protéolytique [179]. L’induction transcriptionnelle de la MT2 
dépend de l’activation de la voie BMP-SMAD, en particulier des BMP récepteurs de type I et 
d’Id1. D’un point de vue physiologique, ceci limiterait l’expression de l’hepcidine à long terme 
et serait donc un rétrocontrôle négatif de l’expression de l’hepcidine par la voie BMP-SMAD 
elle-même.  
 De plus, lorsque des rats sont soumis à un régime carencé en fer, la voie Bmp-Smad et 
l’expression de l’hepcidine sont inhibées. Les auteurs démontrent que cette inhibition ne dépend 
pas d’une régulation transcriptionnelle de Bmp6 ou de Tmprss6, mais qu’elle est associée à une 
augmentation rapide de la quantité protéique de MT2 dès le lendemain du début du régime 
carencé [180]. Le mécanisme par lequel la carence en fer régule la matriptase-2 doit encore être 
déterminé. 
4.3 Régulation de la matriptase-2 par l’hypoxie 
En 2012, l’hypoxie a été démontrée comme régulant la matriptase-2. En effet, les cellules 
Hep3B placées en condition hypoxique (0,5% O2) ont une augmentation de la MT2 à la fois 
aux niveaux transcriptionnel et protéique. Cette augmentation de la MT2 lors de l’hypoxie 
diminue la quantité d’hémojuvéline présente à la membrane ainsi que la réponse du BRE (BMP 
Responsive Element) proximal du promoteur de l’hepcidine. Ces résultats ont également été 
confirmés dans une autre lignée humaine d’hépatocarcinome, les cellulesHepG2. La co-
transfection de siRNA HIF-1α ou HIF-2α dans les cellules Hep3B limite fortement 
l’augmentation transcriptionnelle de la MT2 en condition hypoxique. La régulation de la MT2 
par l’hypoxie dépend donc de ces deux facteurs, un HRE (Hypoxia Responsive Element) ayant 





Figure 11 : Quelques mutations associées à la matriptase-2 dans la pathologie de l’IRIDA 
(de [182]) 
Quelques mutations présentes dans les différents domaines de la matriptase-2 associées à la 
pathologie IRIDA sont représentées : les mutations faux-sens en vert, les mutations non-sens 
en bleu, les mutations par décalage du cadre de lecture en rouge et violet. Les mutations écrites 





de l’hepcidine par l’hypoxie ne dépend pas uniquement d’une régulation via la MT2, car les 
souris Tmprss6-/- inhibent l’expression de l’hepcidine en condition hypoxique [183]. 
4. 4 Régulation de la matriptase-2 par l’inflammation 
 En 2013, Meynard et al. ont montré que l’inflammation induit non seulement l’expression 
de l’hepcidine, mais régule également l’expression de la matriptase-2. En effet, la stimulation 
de cellules Hep3B avec l’IL-6 ou l’injection de LPS à des souris inhibent l’expression de 
l’ARNm de Tmprss6 via la baisse de phosphorylation de Stat-5 [184]. L’analyse du promoteur  
de Tmprss6 montre la présence d’un STAT5-RE (STAT-5 Responsive Element), suggérant que 
le facteur de transcription STAT5 régule directement l’expression de la MT2. TMPRSS6 étant 
un inhibiteur de la voie BMP-SMAD et de l'expression de l'hepcidine, ce rétrocontrôle négatif 
de TMPRSS6 via la voie BMP-SMAD par l’inflammation participe à l'augmentation de 
l'hepcidine en réponse à l'IL-6. 
4.5 Régulation de la matriptase-2 par l’érythropoïétine 
 Comme cité précédemment, la matriptase-2 est essentielle à l’inhibition de l’hepcidine en 
condition de stress érythroïde. Cependant, la MT2 peut elle-même être régulée par l’EPO. En 
effet, l'injection d'érythropoïétine (EPO) induit la transcription de Tmprss6 bien qu’aucune 
différence au niveau protéique ne soit visible [185]. Bien qu’il n’y ait pas de variation de la 
quantité de protéine, l’activité protéolytique de la MT2 pourrait varier avec l’EPO. 
4.6 Régulation de la matriptase-2 par l’endocytose 
 Béliveau et al. ont démontré que la matriptase-2 est également régulée par son 
internalisation in vitro. En effet, grâce à des marquages protéiques visualisés par 
immunofluorescence, on observe une co-localisation de la MT2 avec des marqueurs des 
endosomes. Il est intéressant de noter que son internalisation ne dépend pas de son activité 
protéolytique, la forme mutée de la MT2 S762A étant également internalisée [186]. Le blocage 
de son trafic intracellulaire augmente le clivage d’HJV et diminue l'expression de l'hepcidine. 
Ceci pourrait être un mécanisme de régulation supplémentaire par lequel la MT2 régule 
l’expression de l’hepcidine. Cependant, des travaux récents montrent que seul l’isoforme 
TMPRSS6-1 serait internaliser, alors que l’isoforme TMPRSS6-2 est majoritaire dans le foie 





Figure 12 : Stratégies thérapeutiques pour le traitement de l’IRIDA 
La mutation de la matriptase-2 dans la pathologie IRIDA conduit à une forte expression de 
l’hepcidine et à une anémie sévère. Différentes thérapies sont développées afin de réduire 
l’expression de l’hepcidine : la molécule HJV.Fc qui se lie à BMP6, des antagonistes de 
l’hepcidine (momelotinib), la dorsomorphine et les dérivés du LDN inhibant les BMP 






1. IRIDA, la pathologie associée à des mutations de la matriptase-2 
 L'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) définit l'anémie comme une condition dans 
laquelle le nombre de globules rouges ou leur capacité de transport d'oxygène sont insuffisants 
pour répondre aux besoins physiologiques, qui varient selon l'âge, le sexe, l'altitude, le 
tabagisme et la grossesse. L'anémie peut être due à des causes acquises ou génétiques. L’IRIDA 
(Iron Refractory Iron deficiency Anemia), l’anémie réfractaire au fer et carencée en fer, est une 
maladie autosomique récessive rare causée par des mutations du gène TMPRSS6 (sur le 
chromosome 22q12-q13). L'IRIDA a été décrite cliniquement pour la première fois chez 
l’homme au début des années 1980 [187] et chez la souris en 2008 [188]. Sa prévalence n'est 
pas bien connue et seule une centaine de personnes semblent souffrir de cette maladie. Le 
nombre de patients est probablement sous-estimé en raison de mauvais diagnostics et d'un 
manque de tests génétiques dédiés [189, 190].  
 Les mutations de la matriptase-2 conduisent à un niveau d'hepcidine anormalement élevé. 
Ce niveau élevé d'hepcidine inhibe et dégrade la FPN ce qui bloque l'absorption du fer par les 
entérocytes et le recyclage du fer par les macrophages. Les quantités de fer sont alors 
insuffisantes pour répondre à la demande érythropoïétique et conduisent par conséquent à une 
anémie.  
 L'IRIDA se caractérise par une anémie microcytaire et hypochromique congénitale 
(hémoglobine 6–9 g / dL) sans diminution de la ferritine sérique, comme observé dans l'IDA 
(anémie ferriprive). Un volume érythrocytaire corpusculaire très faible (45–65 fL) et une faible 
saturation de la transferrine (<5%) sont également caractéristiques de cette maladie [191].  
 La pathologie IRIDA est identifiée dans des familles d'origine ethnique variée et en 
2016, 69 mutations différentes de TMPRSS6 avaient été identifiées [192]. Ces mutations 
comprennent des mutations faux-sens et non-sens, des mutations par décalage du cadre de 
lecture, des délétions et des mutations dans les introns [193]. Ces mutations sont présentes dans 
les différents domaines de la MT2, ce qui conduit à un défaut de protéolyse ou à une 
perturbation de l'interaction protéine-protéine selon l'emplacement de la mutation. De plus, 
Pagani et al. ont récemment décrit une nouvelle forme d'IRIDA due à une combinaison de 
mutations hétérozygotes de TMPRSS6 et ACVR1A codant pour le BMPR-I ALK2 [194]. 
 Dans la majorité des cas, les patients IRIDA ne répondent pas au traitement par le fer 
par voie orale en raison de la dégradation de la ferroportine, au niveau des entérocytes du 
duodénum, induite par l’hepcidine. Actuellement, les patients sont traités avec du fer par voie 




intestinale [193]. Cependant, la réponse à ce traitement est variable selon les patients, il 
améliore généralement l'anémie mais ne la corrige pas entièrement. Les globules rouges 
sénescentes sont recyclés par les macrophages, le niveau anormalement élevé d’hepcidine 
conduit à l’inhibition et à la dégradation de la FPN, le fer reste donc piégé à l’intérieur des 
macrophages. Après ce traitement, les taux d'hémoglobine augmentent progressivement mais 
la saturation de la transferrine n'atteint pas les niveaux observés chez des sujets sains. Après 
injection parentérale de fer, le niveau sérique de ferritine augmente temporairement, indiquant 
un stockage de fer dans les cellules. La demande en fer nécessaire à l'âge adulte étant moins 
importante, aucune ou peu de supplémentation en fer n'est requise.  
 Une nouvelle étude a mis en évidence le fait que les patients IRIDA ne sont pas 
toujours réfractaires au fer, et que quelques patients IRIDA sont sensibles à la prise de fer par 
voie orale [192]. Chez l'enfant, mais pas chez l'adulte, l'association de fer par voie orale (3 
mg/kg) et d'acide ascorbique (30g/jour) améliore les paramètres hématologiques [195]. Après 
3 mois de traitement, l'hémoglobine augmente de 7,5 g/dL à 12,1 g/dL et le MCV (le volume 
moyen des globules rouges) a atteint 65,2 fL. Cependant, après l'arrêt du traitement, l'anémie 
réapparait. 
 Le traitement des patients avec du fer par voie parentérale est peu efficace et peut 
engendrer des effets néfastes, en favorisant le stress oxydatif et en augmentant le risque 
d'infection. En conséquence, de nouvelles thérapies sont nécessaires pour traiter les patients 
IRIDA. L'objectif des traitements est de rétablir un niveau d'hepcidine similaire à celui de sujets 
sains. Cibler la voie de signalisation BMP-SMAD pourrait être une approche thérapeutique 
efficace pour corriger l'anémie des patients atteints d’IRIDA. La délétion de Hjv [196] chez les 
souris Tmprss6-/- réduit fortement l’expression de l’hepcidine et provoque une surcharge en fer 
des animaux (le phénotype étant équivalent à des souris Hjv-/-). En revanche, la délétion de 
Bmp6 diminue le niveau d'hepcidine anormalement élevé de ces animaux et corrige leur anémie 
microcytaire [148, 197]. Deux petites molécules inhibent l'expression de l'hepcidine, la 
dorsomorphine [198] et le LDN [199], en inhibant les récepteurs BMP de type I. Cependant, 
ces molécules inhibent également significativement les récepteurs du TGF-β à des 
concentrations modérées [200]. Ainsi, bien que la dorsomorphine et le LDN soient des outils 
précieux pour l’inhibition de l’expression de l’hepcidine, leur manque de spécificité n’en fait 
pas de bons candidats pour des tests cliniques, en particulier pour des traitements à long terme. 
La protéine HJV.Fc soluble (Ferrumax Pharmaceuticals) pourrait également être utilisée pour 




avec la protéine HJV.Fc diminue l’expression de l’hepcidine, démontrant l’efficacité de ce 
traitement lors d’anémies associées à un niveau d’hepcidine anormalement élevé. Son efficacité 
et sa sécurité n'ont toutefois pas encore été testées chez l’humain [201]. L’essai clinique en 
phase 1 et 2 du momelotinib, un inhibiteur de Jak1/2, traitant les patients atteints de 
myélofibrose a montré que ce médicament améliore l’anémie des patients. L’étude du 
mécanisme lors d’anémie de l’inflammation chez le rat montre que le momelotinib inhibe 
ALK2 et donc l’expression de l’hepcidine [202]. Des anticorps se liant à la FPN ont été 
développés dans le but d’empêcher la dégradation de la FPN par l’hepcidine. Ainsi le fer 
pourrait être absorbé par les entérocytes et recyclé par les macrophages en dépit de l’expression 
élevée de l’hepcidine. L’un de ces anticorps, le LY2928057, est efficace pour le traitement de 
l’anémie de patients hémodialysés atteints de maladie chronique du rein [202]. Ce traitement 
pourrait donc être efficace chez les patients atteints d’IRIDA. 
2. Autres pathologies associées à la matriptase-2 
2.1 L’obésité 
En 2018, Folgueras et al. ont démontré que l’absence de matriptase-2 protège de 
l’obésité. En effet, les souris Tmprss6-/- placées sous un régime HFD (High Fat Diet contenant 
60% de gras) prennent 50% de poids en moins que les souris sauvages. Ceci est dû à une 
réduction de l’hypertrophie des adipocytes, ce qui conduit à une réduction du taux plasmatique 
de leptine. En accord avec ces résultats, la diminution de leptine, qui est une hormone 
satiétogène, est accompagnée d’une augmentation de la prise de nourriture des animaux. La 
perte de poids des animaux Tmprss6-/- n’est donc pas due à une perte d’appétit. En revanche, 
ces animaux présentent une lipolyse accrue expliquant la réduction de la taille des adipocytes. 
Cette résistance à l’obésité des souris Tmprss6-/- est accompagnée d’une diminution de la 
stéatose hépatique et d’une amélioration de l’homéostasie glucidique par rapport aux souris WT 
nourries avec un régime HFD. Afin de vérifier si la forte expression de l’hepcidine provoque la 
lipolyse et contribue à la résistance des souris Tmprss6-/- à l’obésité, les auteurs ont injecté des 
anticorps anti-HJV aux souris Tmprss6-/- nourries avec un régime HFD. Cette injection 
d’anticorps a pour but de réduire l’expression de l’hepcidine en inhibant la voie Bmp-Smad. Ce 
traitement abolit totalement la résistance à l’obésité en induisant de la lipogenèse dans le tissu 
adipeux qui devient comparable à celui observé chez des souris sauvages nourries avec un 
régime HFD. En plus de la protection de l’obésité liée à l’absence de MT2, les auteurs ont 




2.2 Le cancer 
De nombreuses TTSP ont un niveau d’expression aberrant dans les tumeurs [203]. Le 
rôle de la matriptase-2 a seulement été étudié dans les cancers de la prostate [204, 205] et du 
sein [206-208]. 
Le premier lien entre la MT2 et le cancer a été découvert en 2006 dans une étude sur 
l’association entre le SNP (Single Nucleotide Polymorphism) et le cancer du sein dans une 
population de femmes finlandaises. Hartikainen et al. ont démontré alors que le SNP (rs733655) 
présent dans le gène TMPRSS6 est associé à un risque de cancer du sein plus élevé [206]. Ceci 
est également le cas avec trois autres variants de la MT2 (rs2543519, rs2235324, rs14213212). 
Une diminution de la quantité de MT2 est associée à la progression tumorale, et la faible 
expression transcriptionnelle de TMPRSS6 est associée à un mauvais pronostic dans le cancer 
du sein dit « triple négatif » [207]. La surexpression de la MT2 dans des cellules cancéreuses 
de sein supprime la tumorigénèse de ces cellules in vivo, en réduisant les propriétés invasives 
et migratoires de ces cellules [208]. 
La surexpression de la MT2 dans des lignées cellulaires tumorales de prostate, qui à 
l’état basal expriment peu la protéase, modifie les caractéristiques des lignées cancéreuses. En 
effet, la surexpression de la MT2 diminue l’invasion et la migration cellulaire, la dissémination 
et les métastases [204, 205]. Ces résultats étant similaires à ceux observés dans le cancer du 
sein [208], ils suggèrent un rôle de la MT2 dans la suppression de l’invasion et de la migration 
cellulaire, deux caractéristiques importantes dans le processus métastatique, la MT2 aurait donc 
un rôle protecteur vis-à-vis de la progression tumorale. La greffe de cellules cancéreuses dans 
des souris entrainent de larges tumeurs qui grossissent et se développent rapidement. La 
surexpression de la MT2 dans ces cellules greffées réduit drastiquement la croissance des 
tumeurs et résulte d’un faible, voire d’aucun, développement de ces tumeurs [204].  
Le mécanisme par lequel la MT2 empêche la progression tumorale n’est pas clair. En 
effet, il peut dépendre de sa capacité à dégrader la matrice extracellulaire ou de la limitation de 
l’accès au fer des cellules cancéreuses. Pinnix et al. ont démontré que la surexpression de la 
ferroportine dans des lignées cellulaires cancéreuses du sein, et donc l’export de fer hors de la 
cellule, diminue la croissance des tumeurs in vivo. Ils ont également montré qu’une faible 
expression de la ferroportine dans les tumeurs du sein est associée avec un mauvais pronostic 




dans ces deux cancers suggère un fort potentiel thérapeutique de la MT2 pour le traitement des 
cancers du sein et de la prostate. 
IV. Pathologies associées à une dérégulation du métabolisme du fer 
et stratégies thérapeutiques 
Les désordres associés au métabolisme du fer peuvent être liés à des causes génétiques 
et/ou non génétiques. En effet, l’hepcidine étant régulée par un grand nombre de protéines, un 
grand nombre de gènes sont importants pour le maintien de l’homéostasie martiale. La mutation 
de ces gènes dérégule l’expression de l’hepcidine, et provoque soit une surcharge en fer 
(hémochromatose, β-thalassémie) soit une carence en fer (IRIDA).  
Des facteurs non génétiques peuvent troubler l’homéostasie du fer, comme une 
inflammation chronique, de fortes hémorragies ou une alimentation pauvre en fer. 
La prise de sang est la méthode la plus simple permettant de détecter les dérégulations du 
métabolisme du fer. En effet, le dosage de la ferritine ou du fer sérique ainsi que le coefficient 
de saturation de la transferrine sont mesurés lors de cet examen et sont des indicateurs de la 
quantité de fer et de sa métabolisation dans le corps humain. 
De plus, d’autres paramètres sont des indicateurs d’un déséquilibre de l’homéostasie 
martiale, lors d’une anémie par exemple. Les paramètres alors pris en compte sont : 
x Le nombre de globules rouges,  
x Le taux d’hémoglobine,  
x L’hématocrite : le volume occupé par les globules rouges dans le sang 
x Le volume globulaire moyen (VGM ou MCV en anglais) : taille moyenne des 
globules rouges 
x La teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH ou MCHC en 
anglais) : quantité moyenne d’hémoglobine dans un globule rouge 
x La concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) : quantité 
moyenne d’hémoglobine contenue dans un certain volume de globule rouge. 






Paramètres sanguins Homme Femme Souris 
Globules rouges (millions par 
microlitre) 
4,2 à 5,7 4 à 5,3 6 à 10 
Hémoglobine (g/dl) 13 à 18 12 à 16 12 à 18 
Hématocrite (en %) 40 à 52 37 à 46 35 à 45 
Volume globulaire moyen (µ3) 80 à 95 35 à 50 
Teneur corpusculaire moyenne 
en hémoglobine (pg) 
28 à 32 13 à 22 
Concentration corpusculaire 
moyenne en hémoglobine (%) 
30 à 35 24 à 40 
Fer sérique (µg/dl) 70 à 175 50 à 150  
Coefficient de saturation de la 
transferrine (%) 
20 à 40 15 à 35 30 à 40 
Tableau 1 : Paramètres hématologiques moyens selon le sexe, chez l’humain et la souris 
1. Pathologies associées à une diminution de l’hepcidine  
L’hepcidine dégrade la ferroportine ce qui diminue la quantité de fer circulante dans le 
sang en empêchant l’absorption de fer par les entérocytes et son recyclage par les macrophages. 
Dans certaines pathologies, telles que l’hémochromatose et la β-thalassémie, l’expression de 
l’hepcidine est diminuée ou anormalement basse au vu du contenu en fer de l’organisme, ce qui 
conduit à une surcharge en fer. Cette dernière se caractérise par une ferritine supérieure à 
300ng/ml ou 200ng/ml chez l’homme et la femme respectivement, un coefficient de saturation 
de la transferrine supérieur à 45% en général et une surcharge en fer hépatique supérieure à 
36µmol/g de foie à l’IRM hépatique. La surcharge en fer peut être primaire ou secondaire. Une 
surcharge en fer est dite primaire lorsque les pathologies sont héréditaires et touchent 
directement les gènes codant le métabolisme du fer, comme dans le cas de l’hémochromatose. 
Elle est dite secondaire lorsque la surcharge dépend d’une autre perturbation conduisant à une 
expression anormalement faible de l’hepcidine. Parmi les facteurs provoquant une surcharge en 
fer secondaire, on trouve l’érythropoïèse inefficace (thalassémie et syndromes 
myélodysplasiques) et les transfusions sanguines (voir le paragraphe thalassémie II.4.1.2). Les 
syndromes myélodysplasiques sont dus aux dysfonctionnements des cellules souches 
hématopoïétiques étant à l’origine de la maladie aboutissant à un défaut de différenciation d’une 
ou plusieurs des lignées cellulaires sanguines (globules rouges, globules blancs, plaquettes). 
Dans d’autres pathologies, comme l’anémie ferriprive, l’expression de l’hepcidine est 




1.1 De type primaire : l’hémochromatose 
L’hémochromatose est définie par une surcharge en fer systémique ayant des origines 
génétiques et entrainant une diminution de la concentration d’hepcidine ou une diminution de 
la liaison hepcidine-ferroportine.  
Les patients atteints d’hémochromatose présentent une augmentation de la ferritine 
sérique et de la saturation de la transferrine. Ils présentent des symptômes variés comme une 
fatigue chronique, une atteinte du foie (une augmentation du volume du foie, une fibrose,), du 
pancréas (diabète), des articulations (douleurs articulaires), de la peau (desquamation) et du 
cœur (insuffisance cardiaque) [210].  
Quatre types d’hémochromatose sont décrites, l’hémochromatose de type I à IV. 
1.1.1 L’hémochromatose de type I 
L’hémochromatose de type I, nommée aussi hémochromatose classique, est due à une 
mutation homozygote sur le gène HFE (C282Y). Malgré la prévalence élevée de cette mutation 
homozygote, seule une minorité d’individus accumulent assez de fer entrainant des dommages 
aux organes. Ceci suggère que d’autres facteurs influent sur le développement de la maladie, 
comme des modificateurs génétiques ou des facteurs environnementaux. Elle se transmet de 
manière autosomique récessive et apparait en général tardivement, autour de 40-60 ans. Il est 
intéressant de noter qu’elle est détectée plus précocement chez l’homme que chez la femme, en 
raison des pertes menstruelles chez la femme retardant la surcharge en fer. Ces patients sont 
traités par phlébotomies, d’abord hebdomadaire, puis tous les un à trois mois dès que la ferritine 
devient inférieure à 50µg/l. Si ces patients sont traités suffisamment tôt, leur espérance de vie 
est inchangée. Les complications de cette maladie sont viscérales, comme le développement 
d’une cirrhose ou d’un hépatocarcinome [210]. Les patients atteints de cette maladie n’ont pas 
de régime alimentaire particulier à suivre, ils doivent éviter de prendre du fer par voie orale et 
limiter leur consommation d’alcool. 
1.1.2 L’hémochromatose de type II 
Ce type d’hémochromatose est également appelée hémochromatose juvénile car elle 
touche des individus de moins de 30 ans. Cette maladie rare autosomique récessive comporte 
deux sous-groupes, l’hémochromatose IIA et IIB selon le gène muté. L’hémochromatose IIA 




l’hémojuvéline sur le chromosome 1. Ces mutations conduisent à une protéine plus petites ou 
avec une fonction altérée. L’hepcidine est très faiblement exprimée dans l’hémochromatose 
IIA, montrant l’importance capitale d’HJV comme corécepteur des BMP récepteurs dans la 
régulation de l’hepcidine. 
L’hémochromatose IIB correspond à des mutations du gène HAMP sur le chromosome 
19. Des substitutions d’acides aminés, une délétion entrainant un décalage du cadre de lecture 
ou des mutations dans le promoteur HAMP conduisent la plupart du temps à une hepcidine 
tronquée ou absente. La surcharge en fer chez ses patients est beaucoup plus importante que 
dans l’hémochromatose classique avec des atteintes cardiaques endocriniennes graves et peut 
être associée à un hypogonadisme gonadotrophique [210].  
1.1.3 L’hémochromatose de type III  
Ce type d’hémochromatose est causée par une mutation dans le gène TFR2. Le 
phénotype de ces patientes est intermédiaire à ceux de l’hémochromatose héréditaire et 
l’hémochromatose juvénile [202]. Elle se développe entre 30 et 40 ans, et la sévérité des 
symptômes est très variable selon les patients [211]. 
1.1.4 L’hémochromatose de type IV  
 L’hémochromatose de type IV correspond à l’hémochromatose appelée antérieurement 
IV-B. Contrairement aux autres formes d’hémochromatose où sont associées une perte de 
fonction ou l’absence des protéines (HFE, HJV, HAMP), cette forme est due à une mutation 
gain de fonction dans le gène SLC40A1, c’est-à-dire le gène codant la ferroportine. Ce gain de 
fonction rend la ferroportine insensible à l’hepcidine ; elle n’est alors plus dégradée et reste 
continuellement à la membrane plasmique. L’entrée de fer dans l’organisme ainsi que l’export 
de fer par les macrophages ne sont plus contrôlés [210]. 
1.2 De type secondaire : la thalassémie 
La thalassémie est une maladie héréditaire avec des formes génétiques différentes selon 
le gène touché, l’α-thalassémie correspond à la mutation du gène codant pour l’α-globine et la 
β-thalassémie correspond à la mutation du gène codant pour la β-globine, conduisant dans les 
deux cas à une diminution voire à une absence de la protéine. Les défauts dans ces gènes 
provoquent un défaut de synthèse d’hémoglobine. Le déséquilibre entre la quantité d’α-globine 




érythroïdes et l’expansion du compartiment hématopoïétique. Ces évènements sont regroupés 
sous l’appellation « érythropoïèse inefficace ». Cette inefficacité conduit à une anémie 
hémolytique chronique sans réticulocytose (expansion des réticulocytes) et à des mécanismes 
physiopathologiques secondaires. La classification de la thalassémie se fait selon la dépendance 
à la transfusion sanguine des patients, comprenant les patients dépendants de la transfusion 
(TDT, Transfusion-Dependent Thalassemia) et les patients non-dépendants de la transfusion 
(NTDT, Non-Transfusion-Dependent Thalassemia). L’anémie inhibe l’expression de 
l’hepcidine, conduisant à l’entrée continue de fer dans l’organisme. Le fer n’étant pas utilisé 
pour l’érythropoïèse, il s’accumule dans les organes comme le foie, le cœur, le pancréas, les 
gonades. Ces patients doivent donc être traités pour une surcharge en fer qui peut être sévère 
selon les organes touchés [212]. 
 L’α-thalassémie comprend plusieurs formes : l’hémoglobine Barts qui n’est pas 
viable, l’α-thalassémie silencieuse et l’α-thalassémie mineure qui sont asymptomatiques et ne 
nécessitent pas de traitements, et la maladie de l’hémoglobine H pour laquelle les traitements 
sont similaires à ceux des patients atteints de β-thalassémie intermédiaire. 
 Dans la β-thalassémie, l’excès d’α-globine, qui est moins soluble lorsqu’elle n’est pas 
liée, forme des agrégats perturbant la physiologie des globules rouges, en provoquant l’apoptose 
par exemple. Trois types de β-thalassémie existent et sont classées selon leur degré de sévérité. 
La β-thalassémie mineure est une forme asymptomatique ne nécessitant pas de traitement, mis 
à part pendant la grossesse, où l’anémie peut être sévère et nécessiter des transfusions 
sanguines. La β-thalassémie intermédiaire apparait à la fin de l’enfance et sous cette forme, les 
transfusions sont peu ou pas utilisées. Les traitements de ces patients sont personnalisés et 
visent surtout à limiter les complications liées à la maladie, comme la splénomégalie et 
l’hématopoïèse extra-médullaire, provoquant des déformations du squelette et des états 
d’hyper-coagulation. Ces patients présentent souvent une surcharge en fer, malgré l’absence de 
transfusion sanguine. Cette potentielle surcharge en fer est surveillée dans le foie et le cœur par 
IRM (Imagerie par Résonnance Magnétique), et si la quantité de fer s’avère trop élevée dans 
ces organes, les patients sont traités par chélation du fer. L’anémie de Cooley, ou β-thalassémie 
majeur, apparait précocement (entre 6 et 24 mois). Ces patients nécessitent des transfusions 
régulières et peuvent présenter de multiples symptômes, comme une hypertrophie abdominale 
due à une splénomégalie ou une hypertrophie du foie, et/ou un retard de croissance. La 
surcharge en fer chez ses patients est une complication délétère courante, pouvant conduire à la 




liant le fer ferrique et peu le fer ferreux. D’autres traitements peuvent être prescrits, comme la 
splénectomie et/ou l’induction de l’hémoglobine F [212, 213]. La splénectomie permet 
d’allonger la durée de vie des globules rouges, tandis que l’induction de la production 
d’hémoglobine F, qui ne contient pas de β-globine, permet de réduire l’excès et le déséquilibre 
de chaîne α. 
1.3 L’anémie ferriprive 
 L’anémie est définie par l’OMS comme un état pathologique dans lequel le nombre 
d’hématies (et donc la capacité de transport de l’oxygène) est insuffisant pour répondre aux 
besoins physiologiques de l’organisme. Un homme est anémique si son taux d’hémoglobine 
dans le sang est inférieur à 13g/dl et une femme est anémique si ce taux est inférieur à 12g/dl. 
Selon l’OMS, environ 25% de la population mondiale est anémique, soit 1,62 milliards de 
personne dans le monde, les femmes qui ne sont pas enceinte étant les plus touchées.  
 Différents types d’anémies existent, la principale étant l’anémie ferriprive qui se 
développe à la suite d’une carence en fer, elle-même causée par l’alimentation (le régime 
végétarien par exemple), par des pertes de sang ou par une malabsorption du fer (plus rare). La 
concentration de l’hepcidine dans le sérum des patients atteints d’anémie ferriprive est 
quasiment toujours indétectable [214]. Ceci s’explique par l’inhibition de l’hepcidine par 
l’érythropoïèse, afin de permettre l’entrée du fer dans l’organisme pour produire de nouveaux 
globules rouges et pallier l’anémie. Cette absence d’hepcidine sérique s’accompagne d’un 
faible taux de ferritine sérique (inférieur à 10µg/l) et d’une faible saturation de la transferrine 
(inférieur à 15%) indiquant de faibles réserves en fer dans l’organisme [215].  
2. Pathologie associées à une induction de l’expression de l’hepcidine 
L’expression de l’hepcidine peut être augmentée en réponse à un stimulus, comme 
l’inflammation, et causer une anémie. Elle peut aussi être augmentée lorsque la matriptase-2 
est mutée entrainant la levée d’inhibition de la voie BMP-SMAD. 
2.1 L’anémie des maladies inflammatoires chroniques 
L’anémie des maladies inflammatoires chroniques, appelée également anémie de 
l’inflammation, est l’anémie la plus courante chez les patients atteints de maladies chroniques 
et découle d’une maladie inflammatoire. Ces patients ont une activation du système 
immunitaire prolongée comme lors d’infections, de maladies auto-immunitaires, de cancer, de 




augmente l’expression de l’hepcidine, induisant la séquestration du fer dans les macrophages 
et empêchant l’entrée de fer dans l’organisme. L’érythropoïèse est également inhibée par les 
cytokines agissant sur les progéniteurs érythroïdes. L’activation des macrophages par les 
cytokines inflammatoires augmentent l’érythrophagocytose ce qui réduit la demi-vie des 
globules rouges. 
Les patients atteints d’anémie de l’inflammation ont une concentration en fer sérique 
basse et un taux de ferritine normal, voir élevé, indiquant un stockage du fer adéquat. 
Chez ces patients, on traite généralement la cause principale de l’inflammation, le 
traitement de l’anémie et de la carence en fer étant délicat suivant leurs origines. Les autres 
traitements consistent en une supplémentation en fer ainsi qu’en l’administration d’agents 
stimulant l’érythropoïèse. Cependant, les patients ayant une anémie sévère peuvent recevoir des 
transfusions sanguines bien que ce traitement soit jugé inefficace et est donc peu utilisé [215, 
216]. 
2.2 L’anémie due à l’absence de matriptase-2 : l’IRIDA 
L’IRIDA, l’anémie réfractaire au fer et carencée en fer, est une maladie autosomique 
récessive rare causée par des mutations du gène TMPRSS6 (sur le chromosome 22q12-q13). 
L’exposé sur cette anémie est développé dans le chapitre III.5 : IRIDA, la pathologie associée 
à des mutations de la matriptase-2. 
3. Le cas particulier du NASH : Un rôle du fer dans la transition NAFLD-NASH ? 
3.1 NAFLD-NASH 
Le syndrome métabolique comprend plusieurs troubles pathologiques dont l’obésité, la 
dyslipidémie, l’hypertension et le diabète de type II. Il est également caractérisé par un état 
chronique d’inflammation de bas-grade. La NAFLD (Non Alcoholic Fatty Liver Disease) ou 
stéatose hépatique non alcoolique est la manifestation de ce syndrome dans le foie [217]. La 
NAFLD comprend la stéatose simple (80 à 90% des cas), et une évolution plus sévère de la 
maladie, la NASH (Non Alcoholic SteatoHepatitis) ou stéatohépatite non alcoolique (10 à 20% 
des cas). La NASH comprend la stéatose hépatique accompagnée d’une ballonisation 
(« ballooning ») des hépatocytes, de nécrose, d’inflammation et de corps de Mallory (agrégats 
de microfilaments provenant du cytosquelette) visibles sur une biopsie hépatique. Elle peut 




sa forte prévalence, la NAFLD est devenue un problème de santé publique généralisée car elle 
toucherait environ 25% de la population mondiale [218]. 
La NAFLD se caractérise par une accumulation de graisse dans le foie, appelée stéatose, 
chez des personnes ayant une consommation faible voire absente d’alcool. Les concentrations 
de transaminases dans le sang sont moyennement élevées chez les patients atteints de NAFLD. 
Dans la NASH, la stéatose hépatique est associée à des lésions des cellules hépatiques 
(« ballooning »), à de l'inflammation et divers degrés de fibrose. Ces caractéristiques 
histologiques ne peuvent être distinguées de celles de l'hépatite alcoolique. Le diagnostic de la 
NAFLD repose sur 3 critères :  
x La faible/absence consommation d’alcool (moins de 20g d’alcool chez les 
femmes et de 30g chez les hommes par jour),  
x La détection de la stéatose hépatique par imagerie ou histologie 
x L’exclusion d’autres maladies hépatiques.  
Le diagnostic de la NASH repose quant à lui sur la présence d’une stéatohépatite sur 
biopsie hépatique. Cependant, cette dernière est peu prescrite car coûteuse et surtout elle est 
invasive pour le patient. L’interprétation peut varier selon le pathologiste, et la prévalence 
élevée du NAFLD entrainerait un nombre trop important de biopsies à effectuer. La biopsie 
hépatique n’est donc indiquée que chez des patients atteints de NAFLD dits « à risque » de 
développer une NASH avec une fibrose à un stade avancé ou ayant une autre maladie hépatique. 
Outre la biopsie, la sévérité de la fibrose est mesurée grâce à des biomarqueurs dans le sérum 
[217]. 
Sur le plan clinique, les patients atteints de NAFLD présentent également une dysbiose 
intestinale. Différents genres de bactéries, ainsi que leurs métabolites, sont associées aux 
différents stades de la maladie, les bactéries Bacteroides sont associés à la NASH alors que les 
bactéries Prevotella sont associées à la fibrose. De plus, de l’ADN bactérien a été retrouvé dans 
le sang de patients atteints de NAFLD ce qui pourrait être de nouveaux marqueurs de cette 
maladie. L’analyse du microbiote a été proposé comme un prédicteur de la sévérité de la 
NAFLD [219]. 
Une hypothèse, qui a émergé récemment pour le développement de la NASH, est la 
« théorie des hits multiples en parallèle ». Selon cette théorie, le stress médié par certaines 




microbiote intestinal, l’insulinorésistance, les dépôts de fer, entre autres, pourraient agir 
ensemble et conduire à la stéatose puis à la NASH [220]. Une autre hypothèse admise à l’heure 
actuelle pour le développement de la NASH est la « théorie des deux hits » [221]. Le premier 
hit correspond au développement de la stéatose simple lié à l’obésité et à l’insulinorésistance. 
Le deuxième hit est causé par un mécanisme additionnel conduisant au développement de la 
stéatohépatite. Le stress oxydatif et les cytokines inflammatoires ont été proposés comme 
second hit. Le fer a également été proposé comme second hit, et est connu pour entrainer un 
stress oxydatif. En effet, environ un tiers des patients atteints de NAFLD présente une 
perturbation de l’homéostasie martiale, comme l'indique une élévation de la ferritine sérique, 
des dépôts de fer hépatique [222, 223] et une production accrue d'hepcidine [224]. 
3.2 Un rôle du fer dans la NAFLD-NASH ? 
 Le rôle du fer dans la transition de la NAFLD vers la NASH est actuellement discuté, 
avec des études suggérant un rôle du fer et de l’hepcidine dans cette transition [225] et d’autres 
démontrant que l’expression de l’hepcidine corrèle uniquement avec le contenu en fer du corps 
humain mais pas avec le statut lipidique ou la stéatohépatite [226]. Cependant, plusieurs études 
ont suggéré un rôle causal du fer en démontrant que l'augmentation du fer hépatique contribue 
à la progression de la NAFLD [227-229]. Dans une cohorte de patients américains ayant une 
NAFLD, un tiers de ces patients possédaient des dépôts de fer dans les hépatocytes et/ou dans 
les cellules du système réticulo-endothélial (RES). Le fer RES est associé à une maladie plus 
grave [223]. Valenti et al. ont montré que les dépôts de fer, principalement dans les hépatocytes, 
sont associés à des lésions hépatiques graves chez les patients atteints de NAFLD [230]. Le fer 
semble également être impliqué dans un cercle vicieux, en interférant avec la signalisation de 
l'insuline conduisant à une augmentation de la production de glucose hépatique [231] ce qui 
aggrave l'insulinorésistance et conduit ainsi à un dépôt lipidique hépatique. Il est important de 
noter que seul des dépôts de fer, et non une surcharge en fer, sont présents dans la NASH. Des 
phlébotomies, afin de réduire les dépôts de fer, ont été réalisées chez les patients atteints de 
NAFLD et montrent des résultats controversés. En effet, certaines études cliniques montrent 
une amélioration de l’évolution de la maladie avec une amélioration des biomarqueurs 
caractéristiques de la NASH [232, 233] alors que d’autres n'ont démontré aucun avantage à ce 
traitement à court terme [234, 235]. Néanmoins, cette approche thérapeutique chez les patients 
NAFLD souffre d'un certain nombre d’inconvénients, tels que l'anémie, et de savoir si le fer 




 Les relations d’inter causalités entre la NAFLD et la surcharge en fer ont également 
été étudiées, notamment dans un modèle d’hémochromatose héréditaire où la protéine HFE est 
mutée. Le rôle des mutations du gène HFE dans la surcharge en fer à NAFLD est controversé, 
avec certaines études démontrant une incidence des mutations à l’état homozygote ou 
hétérozygote (C282Y) [236, 237] et d’autres ne trouvant aucune association [229, 238]. 
Cependant, les travaux de Valenti et al. [230] suggèrent qu'il s'agit plutôt d'un dépôt de fer, que 
d’une mutation dans le gène HFE, qui serait le facteur clé dans la pathogenèse de la NASH.  
 Les patients atteints de NAFLD présentent souvent une hyperferritinémie qui est 
associée avec une plus forte progression de la maladie et une augmentation de la mortalité. Dans 
l’homéostasie martiale, la ferritine est considérée comme un reflet du statut en fer de 
l’organisme, alors que dans la NAFLD, et dans le syndrome métabolique en général, 
l’augmentation de son expression protéique est attribuée à l’inflammation. Les travaux récents 
de Ryan et al. démontrent qu’un niveau élevé de ferritine est associé à la résistance à l’insuline 
ainsi qu’à des marqueurs de dommages hépatiques. Les auteurs montrent également que 
l’hepcidine sérique ainsi que le fer hépatique sont responsables des niveaux de ferritine. Le fer 
hépatique, et non l’inflammation, est responsable du niveau de ferritine dans la NAFLD [239]. 
3.3 Le stress du réticulum endoplasmique dans la NAFLD-NASH 
 Le stress du réticulum endoplasmique (RE) a un rôle important dans le développement 
de la NAFLD [240-242]. Il existe une boucle de régulation entre le stress du RE et la stéatose 
hépatique non alcoolique [243]. D'une part, l'accumulation d'acides gras dans le foie favorise 
un stress du RE chronique chez des souris et des rats obèses [242, 244] ainsi que dans le foie 
de patients atteints de stéatose et de NASH [245, 246]. D’autre part, l’inhibition du stress du 
RE dans le foie de souris obèses, induites génétiquement [247] ou par un régime riche en graisse 
[248, 249], atténue le développement et la progression de la stéatose hépatique. Le stress du RE 
est également impliqué dans le développement de lésions hépatocellulaires, dans la fibrose et 
dans la progression de la stéatose simple vers la NASH. A l’échelle cellulaire, un stress du RE 
est observable dans des biopsies de foie de patients atteints de NAFLD, avec une activation des 
trois voies de la réponse UPR. 
 Une lipotoxicité est présente dans la NASH, dans laquelle certains lipides ont été 
identifiés comme étant anormalement élevés et donc nocifs pour les hépatocytes :  
x L'acide gras libre saturé palmitate,  




x Les sphingolipides comprenant la céramide C16:0 et le cholestérol libre [250]. 
 Des études ont démontré l'activation des trois voies UPR par le palmitate, avec l’induction 
de l’épissage de XBP1 (sXBP1), la phosphorylation d’eIF2α, l’augmentation des protéines 
ATF4 et CHOP, ainsi que la transcription des cibles d’ATF6α [251]. Les autres lipides cités 
précédemment induisent également un stress du RE. 
 De plus, le stress du RE a été démontré en 2009 comme induisant l’expression de 
l’hepcidine (voir le paragraphe II.3.3 Régulation par le stress du réticulum endoplasmique), 
reliant ainsi le métabolisme du fer, le stress du RE et la NAFLD/NASH.  
4. Stratégies thérapeutiques pour les pathologies associées au métabolisme 
du fer 
Différentes stratégies thérapeutiques existent lorsque l’homéostasie martiale est 
dérégulée. Ces stratégies dépendent de la pathologie, et s’il s’agit d’une surcharge ou d’une 
carence en fer. 
4.1 Traitements de la surcharge en fer  
4.1.1 La Phlébotomie 
Pour les patients atteints d’hémochromatose, le principal traitement est la phlébotomie 
qui consiste à retirer environ 1/10ème du volume sanguin (environ 400 à 500ml sur 5 à 6L de 
sang total) afin d’induire la production de globules rouges et de consommer l’excès de fer 
présent. Cependant, ce traitement présente certains désavantages, notamment en entrainant une 
forte fatigue et en contraignant les patients à se rendre à l’hôpital. Une autre limite de ce 
traitement est que la phlébotomie stimule l’érythropoïèse, qui inhibe l’expression de l’hepcidine 
et donc stimule l’absorption de fer [202]. 
La phlébotomie a également été testée chez les patients atteints de NAFLD/NASH afin 
de limiter les dépôts de fer hépatiques. Ce traitement n’est toutefois pas optimal, ces patients 
pouvant développer une anémie. 
4.1.2 les chélateurs de fer 
Les patients atteints de surcharge en fer primaire ou secondaire associée à une anémie 
peuvent également être traités avec des chélateurs de fer. Le desferrioxamine, un chélateur de 
fer, est faiblement absorbé dans la tractus gastronitestinal, et nécessite des injections par voie 




plus ce traitement est coûteux. Des chélateurs de fer administrés par voie orale, le deferiprone 
et le deferasirox, ont alors été développés. Ils présentent une demie vie augmentée par rapport 
au desferrioxamine. Cependant, l’utilisation de ces chélateurs peut entrainer des effets 
secondaires, comme des éruptions cutanées, des perturbations intestinales ou des rétinopathies. 
De plus, l’utilisation de chélateurs de fer pour le traitement des surcharges en fer secondaires 
n’empêche pas l’absorption excessive de fer dans le duodénum due à la suppression de 
l’hepcidine par le stress érythroïde. 
4.1.3 Nouvelles stratégies thérapeutiques envisagées 
 Dans plusieurs études des outils pharmaceutiques ciblant l'ARNm de Tmprss6 ont été 
développés, afin d’augmenter l’expression de l’hepcidine et donc de limiter la surcharge en fer 
dans ces pathologies. La preuve de concept de l’efficacité de cibler la MT2 dans 
l’hémochromatose et la β-thalassémie provient du croisement de ces animaux avec des souris 
Tmprss6-/-. La surcharge en fer de ces animaux est corrigée par l’absence de la MT2, et 
l’efficacité de l’érythropoïèse est augmentée dans le cas de la β-thalassémie intermédiaire [202]. 
Dans certaines études, des siRNA (siRNA), ils provoquent la dégradation de l’ARNm cible 
[252], et des oligonucléotides anti-sens (ASOs) [253] ont été utilisés contre l'ARNm de 
Tmprss6. Pour délivrer le siRNA Tmprss6 au foie, des nanoparticules lipidiques encapsulent ce 
siRNA et sont injectées par voie intraveineuse aux souris thalassémiques et 
hémochromatosiques. Elles sont ensuite absorbées par les hépatocytes de manière spécifique. 
Cela conduit à une augmentation de l'expression de l'hepcidine et diminue les taux de fer sérique 
et tissulaire dans ces deux modèles de surcharge en fer. Le traitement par siRNA dirigé contre 
Tmprss6 des souris thalassémiques améliore considérablement leur anémie [252]. Les patients 
atteints de β‐thalassémie symptomatique étant souvent splénectomisés, l’efficacité du siRNA 
Tmprss6 a également été étudié chez des souris splénectomisées. Dans ce contexte, l'anémie est 
diminuée, ainsi que la surcharge en fer, ce qui indique que ce traitement pourrait également être 
utilisé chez les patients splénectomisés [254]. 
 Le traitement des souris Hfe-/- et Hbbth3/+ avec des ASO contre l'ARNm de Tmprss6 
réduit fortement le stockage du fer dans le foie et le taux sérique de fer. De manière importante, 
les souris Hbbth3/+ traitées avec l’ASO-Tmprss6 ont une différenciation érythroïde plus 
efficace et une amélioration de leur anémie. Dans ce modèle, la combinaison de l’ASO-Tmprss6 
avec le chélateur de fer défériprone est encore plus efficace que la thérapie seule pour améliorer 




De même que pour le croisement de souris Tmprss6-/- avec des animaux Hfe-/- et 
Hbbth3/+, la surexpression d’hepcidine prévient la surcharge en fer et améliore l’érythropoïèse. 
Augmenter la concentration d’hepcidine plasmatique, en utilisant des agonistes mimant 
l’activité de l’hepcidine ou en stimulant la production d’hepcidine endogène, est une stratégie 
thérapeutique intéressante. Afin de mimer les effets de l’hepcidine endogène, des 
minihepcidines ont été développés. Ces molécules provoquent l’internalisation et la dégradation 
de la FPN, limitent l’accumulation de fer dans le foie, et la réduisent dans le cœur dans un 
modèle d’hémochromatose juvénile. Dans un modèle de β-thalassémie intermédiaire, les 
minihepcidines améliorent l’efficacité de l’érythropoïèse et diminuent la surcharge en fer. Ces 
molécules sont également efficaces pour le traitement des infections sidérophiles. Pour 
augmenter la concentration plasmatique de l’hepcidine endogène, l’injection d’une protéine 
BMP6 recombinante a été testée chez des souris Hfe-/-. L’injection intrapéritonéale de cette 
molécule diminue la concentration de fer sérique, mais elle induit des calcifications 
péritonéales.  
D’autres stratégies existent afin de cibler l’axe hepcidine/FPN, comme le 
développement de la forme longue de l’hepcidine humaine ou le développement d’inhibiteurs 
de la FPN [256]. 
4.2 Traitements de la carence en fer  
4.2.1 Administration de fer 
 Le traitement de l’anémie se fait classiquement par prise de fer par voie orale bien que 
la correction de la carence en fer soit lente à cause de la faible biodisponibilité du fer administré 
sous cette forme [215]. Cependant dans les pathologies associées à une augmentation de 
l’expression de l’hepcidine, la FPN est dégradée dans le duodénum limitant fortement 
l’absorption intestinale de fer. Des injections intraveineuses de fer sont alors nécessaires mais 
posent des problèmes de sécurité notamment liés au risque de septicémie. 
4.2.2 Inhibiteur de la voie BMP-SMAD 
Les protéines BMP6 et HJV étant essentielles pour l’induction de l’hepcidine durant 
l’inflammation, ces protéines semblent être des cibles thérapeutiques intéressantes pour réduire 
l’expression de l’hepcidine. Différentes stratégies ont été développées pour cibler BMP6, 
notamment des anticorps monoclonaux humains anti-BMP6, ou l’utilisation de l’héparine qui 




Une forme d’HJV soluble a été créé afin d’inhiber la voie BMP-SMAD, l’HJV.Fc qui 
comprend le domaine extracellulaire de l’hémojuvéline fusionné à la portion Fc d’un IgG 
humain. L’injection d’HJV.Fc aux souris inhibe la voie BMP-SMAD dans le foie ainsi que 
l’expression de l’hepcidine, ce qui diminue les stocks de fer spléniques, et augmente la quantité 
de fer dans le sérum. L’injection d’anticorps monoclonaux anti-HJV est efficace pour supprimer 
l’hepcidine et pour traiter l’anémie dans un modèle expérimental d’IRIDA et d’anémie de 
l’inflammation. 
La dorsomorphine et les dérives du LDN sont des inhibiteurs des récepteurs BMP de 
type I en bloquant la phosphorylation de SMAD1/5/8.  Cependant, ces molécules ne sont pas 
spécifiques de la voie BMP-SMAD, et inhibent la voie du TGFβ par exemple, ce qui conduit à 
des effets secondaires rendant impossible leur développement clinique. 
Des molécules ciblant ALK2 sont également développées. Une petite molécule 
inhibitrice, le TP-0184, inhibe l’expression de l’hepcidine dans le foie et améliore 
l’hémoglobinisation dans des modèles d’anémie de l’inflammation ou secondaire à un cancer. 
Le momelotinib inhibe l’expression de l’hepcidine et améliore l’anémie lors d’anémie de 
l’inflammation en ciblant ALK2 [202]. 
4.2.3 Antagonistes de l’hepcidine 
Des anticorps neutralisants de l’hepcidine, les spiegelmers, et les anticalines, se lient 
directement à l’hepcidine et conduisent à son inactivation. Le développement de l’anticorps 
LY2787106 n’a cependant pas corrigé l’anémie de patients ayant un cancer dans une phase 
clinique I. En revanche, l’utilisation du spiegelmers NOX-H94 est efficace pour inhiber 
l’expression de l’hepcidine et augmenter la concentration de fer sérique dans les maladies 
chroniques du rein ou chez les patients ayant une anémie associée à un cancer. Les anticalines 
sont également efficaces pour inhiber l’expression de l’hepcidine et augmenter la concentration 
de fer sérique et doivent être testées chez des patients hémodialysés atteints de maladies 
chroniques du rein. 
Un anticorps se liant à la FPN, le LY2928057, et empêchant sa dégradation par 
l’hepcidine a été développé. Il est efficace chez les patients hémodialysés pour augmenter la 




4.2.4 Autres stratégies diminuant l’expression de l’hepcidine 
D’autres stratégies thérapeutiques sont efficaces pour inhiber l’expression de l’hepcidine 
et améliorées l’anémie. La voie IL6/STAT3 peut être ciblée avec soit des anticorps neutralisants 
anti-IL6, soit avec la maresine 1, un métabolite dérivé d’un acide gras ω-3 produit par les 
macrophages. Ces composés diminuent la phosphorylation de STAT-3, ainsi que l’expression 
de l’hepcidine et améliorent l’anémie dans un modèle d’anémie de l’inflammation par exemple. 
D’autres thérapies ont été testées pour diminuer l’expression de l’hepcidine mais montrent des 
résultats controversés (vitamine D), ou des effets secondaires trop importants pour être utilisés 
en clinique (testostérone) [202]. 
 
 
L’importance du fer et de la régulation de l’homéostasie martiale, ainsi que les 




















Objectifs de thèse 
 
L’hepcidine est le régulateur central du métabolisme du fer chez les mammifères. Son 
expression est finement régulée par différents stimuli. Le fer, l’inflammation et le stress du 
réticulum endoplasmique induisent son expression alors que le stress érythroïde l’inhibe.  
A l’échelle de l’hépatocyte, deux acteurs majeurs régulent l’expression de l’hepcidine, 
la voie de signalisation BMP-SMAD et la matriptase-2. Cette dernière est une protéase à sérine 
exprimée à la surface des hépatocytes, elle inhibe la voie BMP-SMAD et donc l’expression de 
l’hepcidine. La perte de fonction de la matriptase-2 chez l’homme est associée à une anémie 
sévère réfractaire au fer, l’IRIDA. Actuellement, les patients sont traités par des injections 
intraveineuses de fer mais ce traitement soulève des questions de sécurité telles que le risque 
d’infection ou encore l’installation d’un stress oxydatif. Il est donc essentiel de trouver de 
nouvelles stratégies thérapeutiques pour ces patients. 
Différentes pathologies sont associées à une dérégulation du métabolisme du fer. Parmi 
ces maladies, nous nous sommes particulièrement intéressés au rôle du fer dans la sévérité de 
la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD). En effet, dans 30% des cas, la NAFLD peut 
évoluer vers un stade plus sévère de la maladie, la stéatohépatite non alcoolique (NASH), puis 
vers la cirrhose et l’hépatocarcinome. Des études cliniques suggèrent que le fer, en 
s’accumulant dans les hépatocytes et les cellules de Kupffer, pourrait être un facteur aggravant 
de la NAFLD. De plus, le stress du RE est associé à une aggravation de la maladie et est 
également un inducteur de l’hepcidine. 
Le premier objectif de mes travaux de thèse ont consisté à caractériser la régulation de 
l’hepcidine lors du stress du RE dans le contexte de la NAFLD-NASH. Pour cela, nous avons 
tout d’abord étudié la régulation l’hepcidine en réponse au stress du RE. Nous avons montré 
que le stress du RE induit l’expression de l’hepcidine via deux mécanismes complémentaires. 
Le premier est l’inhibition de la matriptase-2, conduisant à l’induction de la voie Bmp-Smad, 
et le second est la stabilisation de l’ARN messager de l’hepcidine par la protéine stabilisatrice 
HuR. Puis, dans un modèle murin de NASH, nous avons caractérisé la dérégulation de 
l’homéostasie martiale. Mes résultats indiquent que la stéatohépatite provoque une inhibition 
de la matriptase-2, conduisant à une activation de la voie Bmp-Smad, et à une induction de 




les macrophages. Inhiber la voie BMP-SMAD afin de réduire l’expression de l’hepcidine et la 
rétention de fer à l’intérieur des cellules pourrait être une cible thérapeutique prometteuse afin 
d’empêcher la transition de la NAFLD vers la NASH. 
Mon second objectif de thèse était de tester une petite molécule inhibitrice des 
récepteurs BMP de type I dans le modèle murin d’IRIDA. Ce traitement inhibe la production 
d’hepcidine et améliore significativement la carence en fer et l’anémie des souris atteintes 
d’IRIDA. Cette petite molécule a donc un potentiel thérapeutique prometteur pour le traitement 
de l’IRIDA. 
Ces résultats m’ont permis d’une part, d’étudier les voies de signalisation régulant 
l’expression de l’hepcidine, notamment lors du stress du RE ; et d’autre part, de tester une 

















Matériels et méthodes 
I. Culture cellulaire 
1. Culture des HepG2 
 Les cellules d'hépatome humain (HepG2 ; ATCC) sont cultivées dans des flasques de 
75cm  en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; 31966-021, Life Technologies) 
contenant 4.5g de glucose sans pyruvate et supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal 
(SVF ; Eurobio) décomplémenté et 5% de pénicilline-streptomycine (noté DMEM complet). 
Les cellules sont cultivées à 37°C, en atmosphère humide enrichie à 5 % de CO2, et maintenues 
jusqu’à 80-90% de confluence. A confluence, les cellules sont rincées avec du PBS (Phosphate 
Saline Buffer), puis décollées avec 4ml de trypsine pendant 5min à 37°C. La trypsine (0.5% ; 
Gibco) est inactivée avec le même volume de milieu complet, puis les cellules sont centrifugées 
5min à 1200 rpm. Le culot cellulaire est ensuite repris par du milieu complet puis réensemencé. 
 Pour les différentes expériences, les cellules ont été ensemencées 48 heures avant l’ajout 
des molécules dans des plaques 24 puits (120 000 cellules/puits) pour l'extraction des ARNm 
ou dans des plaques 6 puits (600 000 cellules/puits) pour l'extraction des protéines.  
2. Traitements des cellules 
L’actinomycine D, l’A23187, la rottlerine et la tunicamycine sont diluées dans du DMSO. 
Quinze heures avant le début du traitement des cellules, le milieu des cellules est remplacé 
par du milieu frais DMEM complet. Quarante-huit heures après l'ensemencement, les HepG2 
sont traitées pendant 6 heures avec de la tunicamycine (10 µg/ml ; T7765, Sigma-Aldrich), de 
l’A23187 (5µM ; 1234, Tocris) ou le volume de DMSO correspondant (dit « mock »). La 
tunicamycine est un inhibiteur de la N-glycosylation des protéines, et l’A23187 provoque la 
sortie du calcium du RE. Ces deux composés provoquent un stress du RE dans les cellules par 
deux mécanismes distincts. 
De plus, ces cellules sont également traitées avec de l'actinomycine D (6,275 µg/ml ; 
A9415, Sigma-Aldrich) pour les expériences sur l’étude de la stabilisation d'ARNm. 
Pour déterminer si le stress du RE est responsable de l’induction de l’hepcidine les 
cellules sont prétraitées avec de la rottlerine (10µM ; ALX-350-075, Enzo life sciences), qui 
est une protéine chaperonne chimique, pendant 1h puis traitées avec la tunicamycine et 




A la fin du traitement, les cellules sont ensuite rincées avec du PBS, puis les cellules sont 
soit lysées avec du Trizol afin d’extraire les ARNs, soit avec du tampon de lyse RIPA afin 
d’extraire les protéines. 
3. Transfection de siRNA 
 Les cellules HepG2 sont ensemencées dans des plaques 24 puits à raison de 120 000 
cellules/puits. Lors de l'ensemencement, les cellules sont réverse-transfectées avec de 
l’INTERFERin (1µL/puits, Polyplus) et soit avec 50 nm du pool de siRNA contrôle négatif (D-
001810-10-05, Dharmacon), soit avec 50nm du pool de siRNA humain dégradant l’ARNm de 
HuR (M-003773-04-0005, Dharmacon). La réverse transfection correspond à ensemencer et à 
transfecter les cellules en même temps, permettant une augmentation de l’efficacité de 
transfection. Quarante-huit heures plus tard, les cellules sont décollées et transfectées à nouveau 
dans des conditions similaires. Quarante-huit heures après la seconde transfection, les cellules 
sont traitées avec le mock, la tunicamycine ou l’A23187 pendant 6 heures comme décrit dans 
le paragraphe précédent « I.1.2 Traitement des cellules ». 
4. Immunoprécipitation d’ARN 
 Les cellules HepG2 sont ensemencées dans des boîtes de 10 cm  (3,92 millions de 
cellules/boîtes de pétri). Après 72 heures de culture en milieu complet, elles sont traitées 
pendant 6 heures avec de la tunicamycine (10 µg/ml, Sigma-Aldrich) ou du mock (0,275% de 
DMSO). Après rinçage des cellules, les ARN et les protéines sont cross-linkés aux UV à 300 
mJ/cm2 à 254 nm en utilisant un UV BIO-LINK BLX 254 (Thermo Fisher Scientific). Les 
cellules sont lysées avec du tampon RIPA (Radioimmunoprecipitation assay ; R0278, Sigma-
Aldrich) contenant des inhibiteurs de protéases (11836170001, Roche). Après centrifugation, 
les protéines cytoplasmiques présentes dans le surnageant sont quantifiées par la technique du 
Bradford en utilisant le kit Bio-Rad Protein Assay et traitées avec de la DNase TURBO (2U ; 
AM2238, Invitrogen). La protéine G Dynabead (Invitrogen) (30 µl) est incubée avec 1 µg 
d'anticorps IgG de lapin (PP64B, Merck millipore) ou un anti-HuR de souris (sc-5261, Santa 
Cruz Biotechnology) pendant 3 heures à 4°C, puis incubée avec les surnageants (1 mg de 
protéines) pendant une nuit à 4°C. Après un lavage et un traitement avec la protéinase K 
(0.5mg/ml ; EO0491, Thermofischer), l'ARN fixé sur les billes est extrait avec les systèmes 
ReliaPrep ™ RNA Miniprep (Z6011, Promega) et utilisé pour la PCR quantitative en temps 




5. Activité kinase 
Les tests de dosage des activités kinase ont été réalisés par l’entreprise Reaction Biology 
(Malvern, PA). Les protéines kinases catalysent le transfert d’un groupe phosphate d’une 
molécule d’ATP à un substrat, formant ainsi une molécule d’ADP et un substrat phosphorylé. 
Dans cette expérience, afin de tester le potentiel inhibiteur du LJ000328 vis-à-vis de différentes 
kinases, du (33P)γATP a été mis en présence de différentes enzymes purifiées humaines et de 
différentes concentrations de LJ000328. Les différentes kinases catalysent le transfert d’un 
groupe phosphate radioactif à un substrat, la quantité de substrat phosphorylé et radioactif est 
ensuite quantifiée. La concentration inhibitrice médiane (IC50) du LJ000328 est alors 
déterminée pour chaque protéine kinase et elle correspond à la concentration nécessaire de 
LJ000328 pour inhiber 50% de l’activité kinase de chaque enzyme. Plus la concentration 
nécessaire d’inhibiteur est faible, plus l’IC50 est faible et plus l’inhibiteur est spécifique. 
II. Modèles murins 
1. Lignées murines utilisées 
Au cours de mes travaux de thèse, j’ai utilisé des souris avec des fonds génétiques différents, 
notamment les Sv 129/J, C57Bl/6 et les CD1 Swiss. Dans l’étude sur la NASH, les souris 
utilisées ont été hébergées dans l’animalerie A1 de l’US006 (statut SOPF) avec un libre accès 
à l’eau et à la nourriture faite à façon (250mg fer/kg ; SAFE ; Augy, France). Dans l’étude sur 
la pathologie IRIDA, les souris ont eu un accès illimité à l'eau et à la nourriture standard de la 
zootechnie (180 mg de fer / kg; SSNIFF, Soest, Allemagne). 
Nous avons utilisé des modèles murins génétiquement modifiés :  
x Une lignée de souris invalidée pour le gène codant la matriptase-2 (Tmprss6-/-, 
C57BL/6J). Ces souris sont viables mais présentent une létalité in utero, ainsi qu’une anémie 
sévère et une carence en fer. Sur le plan phénotypique, elles ont une alopécie (absence de poils) 
et sont plus petites que leurs contrôles littermates. 
x Une lignée de souris n’exprimant pas la protéine Bmp6 (Bmp6-/-) en fond 
génétique CD1 [99]. Ces souris présentent une surcharge hépatique massive. 
x Une lignée de souris ne produisant pas les protéines Bmp6 et la matriptase-2 
(Bmp6-/-Tmprss6-/-) en fond mixte, C57Bl/6 et CD1. Ces souris ont un niveau d’hepcidine 




Tmprss6-/-. Elles ont une accumulation modérée de fer dans le foie, et aucune accumulation 
ectopique de fer comme observée dans les Bmp6-/- [148]. 
x Une lignée de souris ne produisant pas la protéine Crebh, Creb3l3-/-, provenant 
du laboratoire du Dr Zhang [257]. Ces souris présentent notamment une altération du 
métabolisme glucidique circadien. 
x Une lignée de souris n’exprimant pas la protéine Alk3 codée par le gène Bmpr1a 
spécifiquement dans les hépatocytes (Bmpr1aalb/alb, C57BL/6J), fournie par le laboratoire du Dr 
A. Steinbicker [107]. La délétion totale de la protéine Alk3 est létale [258]. La délétion d’Alk3 
spécifiquement dans les hépatocytes conduit à une sévère surcharge en fer hépatique. 
x Une lignée de souris ne possèdant pas le ligand Activine B, Inhbb-/- provenant 
du Jackson laboratory [259]. Ces souris sont viables mais présentent une déficience dans la 
formation des paupières, causant des lésions oculaires. De plus, ces souris ne présentent aucune 
anomalie de synthèse d’hepcidine. 
Chaque modèle murin possède ses propres contrôles dits « contrôles littermates » (les 
souris dont le gène d’intérêt n’a pas été modifié), issu de l’élevage en question, et des mêmes 
portées.  
2. Régime MCD (méthionine and choline deficient diet) 
 Des souris C57Bl/6J WT âgées de huit semaines ont été nourries pendant 24 jours avec 
un régime déficient en méthionine et en choline (A02082002B) ou un régime contrôle 
(A02082003B) obtenus auprès de Research Diet (fourni par le laboratoire du Dr H. Guillou). 
Ce régime entraine une stéatose hépatique puis une transition vers la NASH. Les niveaux de 
sucre et de graisse sont équivalents dans les deux régimes. 
3. Injections intrapéritonéales 
2.3.1 Injection de tunicamycine 
 Des souris WT CD1 ou C57Bl/6J, des souris Tmprss6-/- C57Bl/6J, des souris délétées 
pour le gène Bmpr1a dans les hépatocytes (Bmpr1aalb/alb) et leurs contrôles littermates, âgées 
de 7 à 10 semaines, ont reçues des injections intrapéritonéales de tunicamycine (Sigma-Aldrich, 
Allentown, PA) (2 mg / kg) ou de mock (2,5% de DMSO). Les souris ont été sacrifiées 6 heures 
après injection sauf lors de la cinétique d’injection de tunicamycine (sacrifice des animaux 3h, 




2.3.2 Injection du LJ000328, un inhibiteur des BMP récepteurs de type I 
 Les souris Tmprss6-/- et leurs littermates contrôles (âgées de 7 à 8 semaines) utilisées dans 
cette étude ont toutes un fond C57Bl/6J. Le LJ000328 (20 mg/kg ; dilué dans une solution de 
2-hydroxypropyl-β-cyclodextrine) a été injecté par voie intrapéritonéale. Le mock de cette 
solution correspond au 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrine. Ce composé est dérivé du LDN et 
inhibe les BMP récepteurs de type I, Alk2 et Alk3. 
2.3.3 Injection de LPS 
Les souris C57Bl/6J sauvages ont reçu une injection de LPS (1µg/g de souris ; sérotype 
055:B5, Sigma-Aldrich) afin d’induire une inflammation, puis elles ont été sacrifiées 4 heures 
post-injection. 
2.3.14 Injection d’A23187 
L’A23187 (1234, Tocris) est dilué dans du DMSO. Des souris CD1 ont reçues des 
injections intrapéritonéales d’A23187 (0,8mg/kg) ou de son mock correspondant puis ont été 
sacrifiées 3h ou 6h après injection. 
 
4. Sacrifices et prélèvements 
L’euthanasie des souris est initiée par une injection intrapéritonéale d’une solution de 
pentobarbital (90mg/kg), puis par une exsanguination. Lors de la dissection, du sang et 
différents organes sont prélevés :  
x Vingt μL de sang sont prélevés dans un tube contenant de l’EDTA pour l'analyse 
des paramètres hématologiques sur un système CELL-DYN Emerald (Abbott, Lake Forest, IL). 
Le reste du sang (entre 500µL et 1mL) est placé dans un tube sec de 1,5mL afin de récupérer le 
sérum après deux centrifugations successives à 3000 rpm durant 5 min. 
x Après prélèvement, le foie et le duodénum sont rincés avec du PBS. Le fémur 
entier est placé dans un tube contenant 1 mL de PBS. Le foie est rincé dans du PBS, ainsi que 
l’intérieur du duodénum. Les organes, foie, rate, duodénum, reins, sont immédiatement 
congelés dans de l’azote liquide puis stockés à -80°C 
x Pour les analyses histologiques, les différents organes prélevés (foie, rate, 




échantillons sont ensuite transférés dans de l'éthanol à 70% et maintenus à 4°C jusqu’à 
l’inclusion en paraffine réalisée par la plateforme d’histologie. 
III. Etude de l’expression génique 
1. Extraction des ARN 
Les ARN des cellules (plaques 24 puits) sont extraits à la fin des expériences de traitement 
par les molécules chimiques. Afin d’augmenter la quantité d’ARN extraits pour une même 
condition, deux puits ont été mis en commun. Les cellules sont lavées avec du PBS, puis 500μL 
de trizol sont ajoutés dans chaque puits afin d’extraire les ARNs.  
Les ARN du foie des souris sont extraits à partir de tissus congelés à -80°C. Un morceau 
de foie, prélevé sur le lobe latéral gauche, est broyé dans 1 ml de Trizol (BR0700101, 
Biotechrabbit) à l’aide d’une sonde Ultra-Turrax® (IKA Laboratory Equipment). Le Trizol 
maintient l’intégrité des ARN durant l’homogénéisation tissulaire tout en cassant les parois et 
les contenants cellulaires. 
Ensuite, 200μL de chloroforme (32211Sigma Aldrich) sont ajoutés, agités avec le trizol 
et incubés pendant 5 min à TA. Le mélange est centrifugé 10 min à 24 000g à 4°C. Trois phases 
sont obtenues, une phase organique contenant les protéines, une phase intermédiaire contenant 
l’ADN, et une phase aqueuse contenant l'ARN ainsi que d’autres composés hydrophiles tels 
que des sels ou des oligosaccharides. Pour précipiter l’ARN, 350μL de la phase aqueuse sont 
mélangés au même volume d’isopropanol (33539, Sigma Aldrich). Après agitation et 5 min 
d’incubation, les tubes sont à nouveau centrifugés 10 min à 24000g à 4°C. Le culot contenant 
les ARN est lavé dans de l’éthanol (32221, Sigma Aldrich) à 75% deux fois successivement, 
puis les culots sont solubilisés dans de l’eau RNAse-free. Pour finir, les ARN sont dosés et 
stockés à -80°C. 
2. Dosage des ARNs 
L’absorbance à 260nm permet de déterminer la concentration des ARN d’après la formule 
: 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 = 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒(260𝑛𝑚)  × 40 × 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑒𝑢𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛. Les rapports 
260/230 et 260/280 permettent de déterminer respectivement la contamination par les solvants 
ou par les protéines. Pour valider la qualité d’un ARN, les rapports 260/280 et 260/230 doivent 




Après avoir fait le blanc avec de l’eau ayant servie à diluer les ARNs, 1μL d’ARN est 
dosé à l’aide d’un spectrophotomètre, le Nanodrop (Implen GmbH). Pour valider la qualité d’un 
ARN, les rapports 260/280 et 260/230 doivent être compris entre 1,8-2 et 2-2,2 respectivement. 
La concentration des ARNs est exprimée en ng/µL. 
3. Transcription réverse 
La synthèse des brins d’ADN complémentaire (ADNc) est réalisée à partir de 3μg d’ARN 
pour les échantillons extraits de souris, et de 1,5µg pour les ARNs extraits des cellules. La 
transcription réverse se fait à l’aide de la transcriptase réverse du virus Moloney de la leucémie 
murine (M-MLV RT, Proméga). Le mélange d’ARN et de 6 μL d’oligo-dT (100μM ; 
Eurogentec) est incubé 5 min à 70°C puis placé immédiatement dans la glace pendant 5 min, 
afin de dénaturer les ARN. Le mélange réactionnel est ensuite ajouté, il contient un tampon 
réactionnel 5X (50 mM Tris-HCl pH8,3 (25°C), 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 10 mM DTT), 0,5 
mM de chaque dNTP (Sigma Aldrich) et 200 U d’enzyme M-MLV. La transcription réverse 
est effectuée à 42°C pendant 60 min, pendant cette étape, l’enzyme synthétise le brin d’ADNc 
dans le sens 5’-3’, puis l’enzyme est inactivée 15 min à 70°C. L’ADNc obtenu est alors dilué 
au 1/8ème avant d’être utilisé dans les expériences de PCR quantitatives. 
4. PCR quantitative (PCRq) 
3.4.1 Principe 
La PCR quantitative en temps réel (PCRq) permet de suivre au cours du temps le 
processus d’amplification de l’ADN à l’aide de la fluorescence. A chaque cycle d’amplification, 
la quantité d’ADN total est mesurée grâce à un marqueur fluorescent. Dans nos expériences, 
nous avons utilisé le Takyon (Eurogentec), qui est un composé organique capable d'émettre une 
fluorescence lorsqu’il est lié aux acides nucléiques double brin (au niveau du petit sillon de 
l’ADN). Lors d’une PCR en temps réel, la fluorescence augmente au cours du temps reflétant 
ainsi l’augmentation de la quantité d’ADN double brin. La PCRq comprend 3 phases : 
x La phase exponentielle : la quantité de fragment amplifié génère un signal 
fluorescent supérieur au seuil de détection de l’appareil, puis le nombre de produits amplifié 
double à chaque cycle. En coordonnées logarithmiques, cette phase est représentée par une 
droite. 
x La phase linéaire : certains composants de la réaction deviennent limitants 




x La phase de plateau (ou de saturation) : le système ne permet plus 
l’amplification. 
On considère que le nombre de molécule d’ADN au cycle n (Xn) est égal au nombre de 
molécule au départ (X0) multiplié par (1 + efficacité)n soit Xn=X0 x (1+E)n. Si l’efficacité de la 
PCR est de 100%, E=1 et la quantité d’ADN double à chaque cycle c’est-à-dire Xn=X0 x 2n. On 
effectue ensuite pour chaque échantillon une normalisation de l’expression du gène cible à 
partir du gène de référence Hprt (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase) ne variant 
pas dans nos conditions, qui correspond au -∆Ct : -∆Ct = Ctcible – Cthprt. Le -∆Ct reflète le niveau 
d’expression du gène cible, permettant de nuancer l’interprétation des variations selon le niveau 
d’expression du gène. 
Les moyennes des valeurs 'Ct obtenues ont été comparées par un test t de Student ou une 
analyse de variance (ANOVA) suivie d’une comparaison des moyennes 2 à 2 par un test de 
Sidak. 
3.4.2 Technique 
Les PCR quantitatives sont réalisées en plaque 96 puits ou 384 puits grâce à un appareil 
de PCR en temps réel, le LightCycler480 (Roche Diagnostics). Toutes les amorces utilisées 
sont choisies à l’aide du logiciel Primer Express 2.0 (Applied Biosystems). Les PCR 
quantitatives sont effectuées dans un volume total de 10μL en utilisant 2 μL d’ADNc dilué au 
1/8ème, 0,6µM de chaque amorce (sens et anti-sens) ainsi que 5 μL d’un tampon de réaction 2X 
Takyon (Eurogentec) contenant la TakyonTM ADN polymérase, 5.5mM de MgCl2, un mélange 
de dNTPs, un colorant bleu inerte et des stabilisateurs. La réaction de PCR commence par une 
étape de dénaturation de l’ADN de 5 min à haute température (95°C). Ensuite, l’étape 
d’amplification est répétée 40 fois et se compose d’une dénaturation de 15 sec à 95°C, d’une 
hybridation de 10 sec à 60°C et enfin d’une élongation de 15 sec à 72°C. L’acquisition de la 
fluorescence a lieu à la fin de chaque cycle, c’est-à-dire après chaque étape d’élongation. La 
réaction se termine par une courbe de fusion : 10 sec à 95°C, 20 sec à 70°C puis une acquisition 
de fluorescence continue jusqu’à la température de 97°C ce qui permet de calculer la Tm 
(température de dénaturation) correspondant à la température à laquelle la moitié de l’ADN est 
double brin et l’autre moitié est simple brin. Cette température reflète directement et 




température correspondent aux amplicons et lorsqu’un seul amplicon est formé, un seul pic est 
visible, et donc une seule Tm est mesurée. 
Le gène de référence est un gène dont l’expression ne varie pas selon les conditions. Ceci 
permet d’éliminer certaines variations comme des variations lors de la synthèse d’ADNc. Nous 
avons utilisé comme gène de référence le gène Hprt, dont l’expression est constante dans nos 
conditions expérimentales [260]. Les séquences des amorces utilisées pour les expériences de 
PCRq sont listées dans la partie Annexes (Annexe n°1). 
IV. Etude de l’expression protéique 
1. Extraction protéique 
4.1.1 Extraction des protéines totales au PEB 
Les protéines totales des foies (lobe latéral gauche) des souris sont extraites à partir de 
tissus congelés et stockés à -80°C. Un morceau d’organe (20mg) est broyé dans 500µL du 
tampon de lyse PEB contenant 50mM Tris-HCl, pH 8, 150mM NaCl, 5mM EDTA, pH 8, and 
0.1% NP-40, des inhibiteurs de protéases (11836170001, Roche) et de phosphatases (P5726, 
Sigma-Aldrich). Le broyage est réalisé dans des tubes Fast-Prep contenant une bille de 
céramique à l’aide du FastPrep-24 (MP Biomedicals), pendant 15 sec à une vitesse de 4 m/s. 
Le broyat est centrifugé 15 min à 20 000g à 4°C, puis les surnageants sont stockés à -80°C ou 
dosés immédiatement après dilution au quart. 
Lors de l’extraction protéique, les cellules HepG2 sont lavées au PBS (Sigma Aldrich) 
puis 300µL de tampon RIPA (contenant les inhibiteurs de protéases et de phosphatase ; R0278, 
Sigma Aldrich) est ajouté par puits et incubé 15 min à 4°C. Les lysats obtenus sont placées une 
nuit à -80°C puis centrifugés 15 min à 15000g à 4°C. Les surnageants sont alors congelés à -
80°C ou dosés purs immédiatement. 
Les protéines contenues dans le surnageant issu du broyat de foie en tampon PEB ou des 
cellules en tampon RIPA sont dosées à l’aide d’un kit basé sur la méthode de Lowry (5000113, 
5000114, 5000115, BioRad). Cette méthode comprend deux réactions chimiques. La première 
réaction est la réduction des ions de cuivre en conditions alcalines, qui forment un complexe 
avec les peptides ou les protéines. La seconde est la réduction du réactif de Folin-Ciocalteu par 
le complexe cuivre-peptide qui induit un changement de couleur de la solution de jaune à bleu. 




tryptophanes, et dans une moindre mesure, à la cystine, la cystéine, et l’histidine. Sous l’effet 
d’une réduction par le réactif de Folin, les protéines perdent d’un à trois atomes d'oxygène, 
produisant une couleur bleue avec une absorption maximale à 750 nm. Ainsi, chaque 
échantillon dilué ou non est dosé dans des plaques 96 puits (269620, Nunc) et la lecture est 
réalisée au Varioskan Flash (ThermoScientific). Après lecture de l’absorbance à 750 nm, les 
concentrations protéiques des échantillons sont calculées à l’aide de la gamme étalon de BSA 
(B9000J, Biolabs) (albumine sérique bovine), dont la concentration varie de 1 à 6 μg/μL. 
Les extraits protéiques dosés sont ensuite dilués dans un tampon Laemmli 2X (S3401, 
Sigma-Aldrich), pour atteindre une concentration finale semblable à tous les échantillons, puis 
incubées 5 min à 95°C afin de dénaturer les protéines.  
4.1.2 Extraction des protéines membranaires par centrifugations 
successives 
L’extraction de la MT2 présente dans le foie de souris et sa détection en Western Blot est 
compliquée et nécessite un protocole adapté. Les protéines membranaires des foies des souris 
injectées avec de la tunicamycine ou son mock, ou une souris Tmprss6-/-, sont extraites à partir 
de tissus congelés et stockés à -80°C. Tous les tampons contiennent des inhibiteurs de protéases. 
Environ 125mg de foie est broyé dans 1,2mL de tampon de lyse (10mM HEPES pH 7.4, 2mM 
EDTA) dans la glace à l’aide d’un Potter. Le broyage dans la glace permet d’éviter 
l’augmentation de la température et donc la dénaturation des protéines. Les extraits sont 
centrifugés à 400g à 4°C durant 10 min et 900µL de surnageant est prélevé et centrifugé de 
nouveau à 3000g à 4°C pendant 15 min. Deux fractions sont alors visibles : 
x Le surnageant qui correspond à la fraction microsomale 
x Le culot contenant la fraction membranaire 
La matriptase-2 étant une protéine membranaire, nous avons continué ce protocole sur la 
fraction membranaire. Le culot est alors repris dans 1ml de tampon composé de 10mM HEPES, 
2M NaCl, 2 mM EDTA. Cette étape permet d’éliminer les protéines non membranaires 
associées avec des ponts ioniques. Les échantillons sont centrifugés à 3000g à 4°C pendant 15 
min. Les culots sont repris dans 1ml de carbonate de sodium 0.1M puis agités sur roue pendant 
1 heure à 4°C. Ils sont ensuite centrifugés 1 heure à 16000g à 4°C. Les culots sont repris dans 
un tampon contenant 10mM d’HEPES, 2mM d’EDTA, 4mM d’urée, 100mM de NaCl et des 




16000g à 4°C. Les culots sont ensuite lavés avec 1ml de tampon 10mM d’HEPES contenant 
des inhibiteurs de protéases puis centrifugés à 16000g à 4°C pendant 15 min. Les culots sont 
repris dans 62µL de tampon contenant 25mM de bicarbonate d’ammonium et 2% de SDS puis 
centrifugés 10 minutes à 16 000g à 4°C. Les échantillons sont dosés purs comme décrit 
précédemment dans le paragraphe II.4.1.1 du Matériels et méthodes. Ils sont ensuite dilués dans 
du laemmli 2X à des concentrations égales entre les différents échantillons. 
2. Western Blot 
Une quantité définie de protéine (30µg de protéines pour les échantillons de foie et 15µg 
pour les protéines extraites des cellules) et semblable pour tous les échantillons est déposée sur 
un gel de polyacrylamide SDS-PAGE placé dans une cuve contenant un tampon de migration 
TGS (Tris 25 mM, glycine 192 mM pH 8,3 et SDS 0,1%). Un courant électrique est ensuite 
appliqué : 30 min à 50V, puis 1h30 à 150V, afin de permettre la migration et la séparation les 
protéines selon leur taille. Deux types de gels sont utilisés dans cette technique :  
x Un gel de concentration contenant 5% de polyacrylamide permettant de 
concentrer toutes les protéines de l'échantillon avant la migration,  
x Un gel de résolution contenant 10% de polyacrylamide permettant une 
séparation des protéines selon leur poids moléculaire.  
Pour le Western Blot de la matriptase-2 extraite à partir du protocole d’extraction 
membranaire (paragraphe II.4.1.2 du Matériels et méthodes), 7,5 µg de protéines sont déposées 
sur un gel précast 4-15% Mini-Protean TGXTM Biorad. Le gradient de polyacrylamide présent 
dans ces gels permet une meilleure séparation des protéines, notamment de la MT2. Le gel est 
placé dans une cuve contenant du tampon de migration (cité précédemment). Un courant 
électrique de 150V est appliqué durant 1h. 
Le transfert des protéines (identique pour les deux gels) est réalisé sur membrane de 
nitrocellulose dans du tampon de transfert (14,4g de glycine, 3g de Tris Base, 200 ml d’éthanol, 
qsp 1L d’eau). Après deux heures de transfert à 80V à 4°C, un rouge ponceau est réalisé afin 
de vérifier que la quantité de protéine selon les puits ne varient pas. Les sites non spécifiques 
sur lesquels pourraient se fixer l’anticorps primaire sont saturés avec une solution de lait 5%-
TBS-Tween (10mM Tris-HCl, pH 7.5, 150mM NaCl, 0.15% Tween 20) pendant une heure à 
température ambiante. Les membranes sont ensuite incubées avec les anticorps primaires dilués 




lendemain, après trois lavages de 5 min dans du TBS-Tween, les membranes sont incubées avec 
l’anticorps secondaire correspondant, dilué dans du TBS-Tween-5% Lait, (couplé à la HRP, 
peroxydase de raifort) pendant 1h sous agitation à température ambiante. Après trois lavages 
successifs de 5 min dans du TBS-Tween, les membranes sont incubées 5 min à l’obscurité avec 
un substrat (ECL) permettant de visualiser l’activité de l’enzyme HRP (RPN2236, GE 
Healthcare). La quantification de cette activité est acquise par un système d’imagerie 
d’acquisition de chimioluminescence (Chemidoc -Biorad). La densitométrie est réalisée à l’aide 
du logiciel ImageLab (Biorad). Les membranes peuvent ensuite être déshybridées et 
réhybridées avec un autre anticorps, notamment avec la vinculine. La quantité de protéine 
déposée est normalisée par rapport à la vinculine, qui est une protéine dont l’expression ne varie 
pas dans nos conditions. 
Anticorps 
primaire 
P-Smad5 Smad5 P- eIF2α eIF2α 
Fournisseur Epitomics Epitomics Cell signaling Cell signaling 
Référence 1/5000ème 1/5000ème 1/5000ème 1/5000ème 




























Référence 9145 16640S  EP1845Y  




Fournisseur Cell signaling Cell signaling 
Référence 7074 7076 
Dilution 1/10000ème 1/10000ème 
 
3. Dosage des protéines sériques 
4.3.1 ELISA de l’hepcidine 
L’hepcidine est dosée dans le sérum des souris à l’aide d’un kit Hepcidin Murine-
CompeteTM (HMC-001, Intrinsic Lifesciences). Il s’agit d’un ELISA par compétition. Les 
échantillons, les standards ou les contrôles sont incubés avec un tampon contenant de 
l’hepcidine murine (hepc1) conjuguée à la biotine. Ce mélange est ensuite déposé dans une 
plaque ELISA contenant un anticorps murin immobilisé spécifique dirigé contre l’hepcidine. 
Cet anticorps est conjugué à une enzyme qui est révélé par l’addition d’un substrat chromogène. 
La compétition se joue donc entre les antigènes marqués à la biotine (en quantité connue) et 
non marqués présents dans notre échantillon (quantité à déterminer) pour leur liaison aux 
anticorps, qui sont en défaut. Ainsi plus les antigènes à doser sont nombreux, plus leur 
proportion parmi les antigènes retenus par les anticorps est grande, et plus le signal sera faible. 
Inversement, si la concentration initiale de l'antigène est faible, le signal sera fort. Pour chaque 
condition, 4 à 6 sérums de souris différentes ont été testés, en simplicat. Une courbe standard 
permet l’analyse des résultats après la mesure de l’absorbance à 450 nm 
(http://www.myassays.com/four-parameter-fit.assay) 
4.3.2 ELISA de l’EPO 
 Les niveaux d'érythropoïétine ont été mesurés dans le sérum des souris traitées ou non 
avec le composé LJ000328 à l’aide du kit « EPO Quantikine » (R&D Systems, Minneapolis, 




pré-coatés d'un anticorps monoclonal de souris reconnaissant spécifiquement l’Epo. Les 
échantillons, les standards ou les contrôles sont déposés dans chaque puits. La gamme est 
réalisée en duplicat et les échantillons sont déposés en simplicat. L'érythropoïétine se lie à 
l'anticorps immobilisé sur la plaque. Après avoir retiré l'excès d'échantillon ou d'étalon, les puits 
sont incubés avec un anticorps polyclonal de lapin anti-Epo conjugué à la peroxydase de raifort. 
Lors de cette incubation, le conjugué anticorps-enzyme se lie à l'Epo immobilisé. Après un 
lavage, un chromogène est ajouté, il est oxydé par la réaction enzymatique pour former un 
complexe de couleur bleue. La réaction est stoppée par l'addition d'acide, qui transforme le bleu 
en jaune. L’absorbance est lue à 600nm par un spectrophotomètre, le Varioskan Flash 
(Thermoscientific). L’absorbance mesurée est directement proportionnelles à la quantité d'Epo 
présent dans l'échantillon ou l'étalon. La concentration d’Epo de l'échantillon est déterminée en 
comparant la densité optique de l'échantillon à la courbe standard. Les standards utilisés dans 
ce test sont de l'Epo humaine recombinante calibrée par rapport à la deuxième préparation 
internationale de référence (67/343), une forme dérivée de l'érythropoïétine humaine urinaire. 
4.3.3 Autres protéines 
 Afin de déterminer la présence de NAFLD ou de NASH chez les souris nourries avec un 
régime MCD ou contrôle, différentes protéines sont dosées dans le sérum. L'alanine 
aminotransférase sérique (ALT), l'aspartate aminotransférase (AST), la lactate déshydrogénase 
(LDH) et la créatinine ont été quantifiées à l'aide d'un analyseur biochimique COBAS-MIRA+ 
sur la plateforme Anexplo à Toulouse. 
V. Coloration de Perl’s 
Après sacrifice, les organes sont fixés dans du formol pendant 24h à TA puis stockés à 
4°C dans de l’éthanol à 70% jusqu’à l’inclusion en paraffine. Les blocs de paraffine sont ensuite 
coupés à une épaisseur de 5µm, à l’aide d’un microtome, puis les coupes de paraffine sont 
déposées sur des lames de verre. La première étape consiste à déparaffiner les coupes 
d’échantillons. Pour cela, les lames sont chauffées 10 min à 60°C puis sont plongées dans deux 
bains successifs de xylène pendant 5 min, puis déshydratés dans deux bains successifs d’éthanol 
100% de 5 min. Ensuite, les lames sont rincées pendant 5 min dans de l’eau, permettant la 
réhydratation des prélèvements.  
 La coloration de Perls met en évidence le fer non-héminique présent dans les tissus. En 




précipité bleu. Une fois déparaffinées et réhydratées, les lames sont mises en contact avec du 
bleu de Prusse, qui est un mélange de ferrocyanure de potassium et d’acide chlorhydrique 
concentré, durant 20 min. Le fer non-héminique est ainsi coloré en bleu. Les noyaux sont 
ensuite colorés grâce à une incubation de 5 min avec une solution de rouge nucléaire. Les lames 
sont ensuite rincées à l’eau distillée, déshydratées dans des bains d’alcool et de xylène puis 
montées avec une lamelle pour l’observation au microscope. Les lames sont numérisées à l’aide 
d’un Pannoramic 250 Flash II (3DHISTECH) et analysées avec le logiciel CaseViewer. 
VI. Dosage du fer  
1. Dosage du fer intra-hépatique 
Le dosage du fer est réalisé sur des échantillons de foie stockés à -80°C. Les lobes (latéral 
droit, caudal et médian) sont broyés dans un tube contenant une bille de céramique à l’aide d’un 
broyeur FastPrep-24 (MP Biomedicals) pendant 60 sec à 6m/s. Cent mg de ce broyat est lysé 
dans 1ml de mélange d’acide contenant 30% d’acide chlorhydrique 12 N, 10% d’acide 
trichloroacétique 0,5M durant 1 nuit à 65°C. Le mélange d’acide permet de rompre les liaisons 
fer-transferrine, d’éliminer les protéines et de libérer ainsi le fer lié. Un témoin négatif contenant 
uniquement 1ml de tampon acide est incubé dans les mêmes conditions que les échantillons de 
foie. Après la lyse, les tubes sont centrifugés 15 min à 600g. Environ 800μL de surnageant est 
prélevé et 5μl de cette solution sont utilisés pour le dosage qui s’effectue en plaque 96 puits 
(269620, Nunc). La concentration en fer non-héminique des échantillons est mesurée à 535 nm 
à l’aide d’un spectrophotomètre, le Varioskan Flash (Thermofisher). La réaction colorimétrique 
met en présence une solution de batophénanthroline et d’acide thioglycollique, ce dernier 
réduisant le fer ferrique Fe3+ en fer ferreux Fe2+. Les ions Fe2+ forment ensuite un complexe 
coloré avec la batophénanthroline sulfonée. Toutes les mesures sont réalisées en triple et les 
valeurs exprimées en μg de fer/g de tissu frais. 
2. Dosage du fer dans le sérum 
Le dosage du fer se réalise à partir des sérums de souris à l’aide d’un kit de mesure de 
Capacité latente de fixation du fer (CLF) (Biolabo). Une quantité connue de fer ferrique Fe3+, 
suffisante pour saturer l’ensemble des sites de fixation de la transferrine, est ajouté aux sérums 
et permet de déterminer la CLF. Le fer non fixé à la transferrine peut alors être dosé par 




du complexe mesurée à 600 nm est proportionnelle à la quantité de sites de liaison du fer 
disponible sur la transferrine.  
 La saturation de la transferrine a été déduite des valeurs de fer sérique et de capacité 
latente de liaison du fer (Biolabo, Maizy, France). 
VII. Traitement et analyse des données 
 Les données acquises ont été traitées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 7.02 et 
exprimées en moyenne ± SEM.  
 Pour les expériences de qPCR, des boîtes à moustaches ont été utilisées pour montrer la 
distribution des valeurs −ΔCt, avec des lignes représentant les premier, le deuxième (médian) 
et le troisième quartile. Les extrémités des boites à moustaches représentent la valeur de –ΔCt 
la plus basse et la plus haute. Plus le -ΔCt est élevé, plus la quantité d'amplicon cible est élevée. 
La significativité des moyennes des valeurs de ΔCt de PCR quantitative a été déterminée grâce 
à un test t de Student ou grâce à ANOVA suivie de tests de comparaisons multiples de Sidak 
permettant d’étudier les différences entre paires de moyennes.  
 Les expériences de SiRNA ont été effectuées à quatre reprise et de manières 
indépendantes et chaque expérience contenait tous les traitements. Dans ce cas, les 
comparaisons entre les traitements ont été faites grâce à une one-way ANOVA suivie du test 
de comparaisons multiples de Sidak pour prendre en compte que chaque expérience est un bloc. 
Les p-values inférieures à 0,05 sont considérées comme significatives (non significatives 















Les résultats de ma thèse sont présentés dans deux parties distinctes, reposant chacune 
sur deux articles, l’un publié en 2019 dans le journal Haematologica, et le deuxième étant 
actuellement en révision dans le journal Haematologica. Les articles sont insérés dans chaque 
















Partie 1 : Régulation de l’hepcidine lors du 












Article 1  
Endoplasmic reticulum stress controls iron metabolism through TMPRSS6 
repression and hepcidin mRNA stabilization by RNA-binding protein HuR 
Audrey Belot, Ophélie Gourbeyre, Anaïs Palin, Aude Rubio, Amélie Largounez, Céline 
Besson-Fournier, Chloé Latour, Megane Lorgouilloux, Inka Gallitz, Alexandra Montagner, 
Arnaud Polizzi, Marion Régnier, Sarra Smati, An-Sheng Zhang, Manuel D. Diaz-Munoz, 
Andrea U. Steinbicker, Hervé Guillou, Marie-Paule Roth, Hélène Coppin, Delphine Meynard 
 
Article en révision dans le journal Haematologica. 
I. Introduction 
La stéatose hépatique non-alcoolique (NAFLD) est une pathologie affectant 25% de la 
population mondiale, elle représente donc un problème de santé publique [218]. La NAFLD 
peut progresser vers une forme plus sévère de la maladie, la stéatohépatite non alcoolique 
(NASH) avec un risque de développer une fibrose et, à terme, une cirrhose et un 
hépatocarcinome. Actuellement, aucun traitement spécifique n’existe pour faire régresser la 
stéatose et prévenir la transition de la NAFLD vers la NASH [261]. Environ un tiers des patients 
atteints de NAFLD présente une perturbation de l’homéostasie martiale, caractérisée par une 
élévation de la ferritine sérique, des dépôts de fer hépatique [222, 223] et une production accrue 
d'hepcidine [224].  
 L'hepcidine est une hormone peptidique hépatique majoritairement régulée par la voie 
BMP-SMAD. Dans les hépatocytes, la MT2, une protéase présente à la surface cellulaire, est 
l’inhibiteur majeur de l’expression de l’hepcidine en inhibant la voie BMP-SMAD. Différents 
signaux régulent l’expression de l’hepcidine dont le stress du réticulum endoplasmique (RE). 
Les voies de signalisation moléculaires responsables de l’induction l’hepcidine par le stress du 
RE ne sont pas clairement définies. En effet, une première étude a mis en évidence le rôle de la 
protéine CREBH [149], un facteur de transcription dont l'activation par le stress du RE est 
encore controversée [152-154]. Une seconde étude a suggéré un rôle crucial et additionnel de 
la voie BMP-SMAD, mais le mécanisme exact de régulation de l’hepcidine lors du stress du 





Figure 13 : Hypothèse : l'induction de l'hepcidine par le stress du RE pourrait être 
responsable des dépôts de fer hépatiques et faire progresser le NAFLD vers la NASH. 
Selon la théorie des « deux hits », un premier hit comprenant l’obésité et l’insulinorésistance 
(IR) conduirait à la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD). Un second hit serait 
responsable de la transition de la NAFLD vers la NASH, pouvant elle-même évoluée vers la 
cirrhose et l’hépatocarcinome. Le fer a été proposé comme un second hit. Notre hypothèse est 
que l’accumulation de lipides hépatiques génère un stress du RE dans les hépatocytes. Ce stress 
du RE conduit à l’augmentation du niveau d’hepcidine, dégradant la ferroportine et piégeant le 






Le stress du réticulum endoplasmique (RE) a un rôle important dans le développement de la 
NAFLD [240-242]. En effet, dans la NAFLD, l'accumulation de lipides dans le foie génère un 
stress du RE, ce qui favorise à son tour la lipogenèse hépatique. Le stress du RE a également 
été impliqué dans le développement de lésions hépatocellulaires, de la fibrose et dans la 
progression de la stéatose simple vers la NASH [223]. Notre hypothèse est que, dans la NAFLD, 
l’induction de l’hepcidine par le stress du RE inhiberait la FPN, engendrant des dépôts de fer 
dans les hépatocytes et/ou les cellules de Kupffer (Figure 13). 
 Afin de déterminer si le fer peut contribuer à l’évolution de la maladie et pour réduire les 
dépôts de fer, des phlébotomies ont été réalisées chez les patients atteints de NAFLD. Ainsi, 
des études cliniques démontrent que la réduction des dépôts de fer chez les patients NAFLD 
améliore différents paramètres de la maladie, tels que l’insulinorésistance [232, 233]. 
Cependant, d’autres études n'ont démontré aucun avantage à ce traitement à court terme [234, 
235]. Ces résultats négatifs pourraient s’expliquer par la difficulté à mobiliser le fer présent 
dans les macrophages. De plus, cette approche thérapeutique chez les patients NAFLD souffre 
d’inconvénients, tels que l’induction de l'anémie. Ces désavantages rendent nécessaire la mise 
au point de nouveaux outils thérapeutiques. 
 Dans cette étude, nous avons caractérisé les mécanismes moléculaires responsables de 
l'induction de l'hepcidine dans le contexte du stress du RE et de la NAFLD. La connaissance de 
ces mécanismes permettrait de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de 
normaliser le niveau d'hepcidine chez les patients NAFLD à des niveaux similaires à ceux 
observés chez des sujets sains. Ceci empêcherait les dépôts de fer hépatiques et limiterait ainsi 
la transition vers la NASH. 
 Pour étudier ces mécanismes, nous avons utilisé deux modèles, un modèle aigu de stress 
du RE (injection de tunicamycine) et un modèle chronique de stress du RE entrainant le 













Figure 14 : Cinétique de l’induction du stress du RE et de l’expression de l’hepcidine par 
la Tm 
Des souris WT CD1 Swiss (3-9 souris/groupe) injectées avec de la tunicamycine (rouge) ont 
été sacrifiées à différents temps après injection allant de 3h à 24h et comparées aux contrôles 
(bleu).  Les expressions des ARNm (A) Atf3 et (B) Hamp ont été analysées dans le foie de ces 
souris. Les moyennes des valeurs ΔCt de PCR quantitatives des souris mock et Tm ont été 
comparées par une one-way ANOVA suivie d’un test de comparaison multiple de Sidak. **, 






II.  Résultats 
1. In vivo, l’injection de tunicamycine induit un stress du RE et l’expression 
de l’hepcidine 
Afin de vérifier si la tunicamycine (notée Tm) générait un stress du RE et induisait 
l’expression de l’hepcidine, nous avons injecté des souris WT CD1 Swiss avec de la 
tunicamycine à 2mg/kg puis sacrifié ces animaux à des temps entre 3h à 24h heures après 
injection. La Tm est un inhibiteur de la N-glycosylation, entrainant une accumulation de 
protéines dans le RE. Cette expérience confirme que l’injection de Tm induit un stress du RE, 
reflété par la transcription du gène Atf3, dès 3 heures post-injection, ce plateau restant stable 
jusqu’à 24 heures (Figure 14A). La transcription de l’hepcidine augmente graduellement après 
3 heures d’injection de Tm pour atteindre son maximum entre 6 heures et 8 heures post-
injection (Figure 14B). Ces résultats confirment les données de la littérature [149] indiquant 
que l’injection de Tm génère un stress du RE et induit l’expression de l’hepcidine in vivo. 
L’expression de l’hepcidine étant à son maximum 6h post-injection de Tm, les souris ont été 
sacrifiées 6h après injection de Tm pour les expériences suivantes. 
2. Régulation de l’hepcidine lors d’un stress du RE 
2.1 Régulation par le facteur CREBH 
 Vecchi et al. ont démontré que le facteur de transcription CREBH était responsable de 
l’augmentation de l’expression de l'hepcidine lors du stress du RE [149]. CREBH est un facteur 
de transcription, présent dans le cytoplasme des cellules sous forme entière. Lors de son 
activation, il est clivé (forme courte) puis transloque dans le noyau afin d’activer des gènes 
cibles [154]. 
 Afin de vérifier si Crebh était responsable de l’induction de l’expression de l’hepcidine 
lors du stress du RE, nous avons mesuré son expression protéique dans le foie des souris dans 
différentes conditions. Nous avons montré précédemment que la tunicamycine induisait un 
stress du RE et l’expression de l’hepcidine 6h après injection chez des souris WT CD1, nous 
avons gardé cette condition pour les prochaines expériences (Figure 14). Tout d’abord nous 
avons injecté des souris WT avec du LPS. Ce contrôle positif a permis de vérifier si nos 
conditions de western blot (WB) permettaient de détecter la forme entière de CREBH dans le 





Figure 15 : Le facteur de transcription Crebh n’est pas essentiel à l'induction de 
l'hepcidine par le stress du RE 
Les souris CD1 (3 souris/groupe) délétées pour Crebh (Creb3l3-/-) ou leurs contrôles littermates 
(WT) ont été injectées avec du mock (bleu) ou de la tunicamycine (Tm) (rouge) et le foie de ces 
souris a été analysé 6h post-injection pour (A) Expression protéique de Crebh et sa localisation 
intracellulaire. Les souris injectées avec du LPS ont été utilisées comme contrôles positifs pour 
l’activation de Crebh ; (B) Expression de l’ARNm Hamp. Les moyennes des valeurs ΔCt de 
PCR quantitatives des souris mock et Tm ont été comparées par une one-way ANOVA suivie 
d’un test de comparaison multiple de Sidak. **, p<0,01 ; ***, p<0,001. 
 
Figure 16 : Le stress du RE n'induit pas la phosphorylation de Stat3 dans le foie 
Des souris CD1 WT ont été injectées avec du mock ou de la Tm et sacrifiées 6h plus tard. Des 
souris C57Bl/6 WT ont été non injectées ou injectées avec du LPS et sacrifiées 4 heures post-
injection. Les souris injectées avec du LPS ont été utilisé comme contrôles positifs pour 
l’activation de p-Stat3 L’expression protéique relative de p-Stat3 par rapport à Stat3 a été 








Creb3l3-/- permettent de vérifier la spécificité de l’anticorps anti-Crebh, Crebh devant être 
indétectable dans cette condition. 
 Tout d'abord, l’injection de LPS aux souris permet de détecter par WB, la forme entière 
cytoplasmique de Crebh, ainsi que sa forme clivée dans le noyau. Ces deux formes ne sont pas 
visibles dans les souris délétées pour Crebh (Creb3l3-/-). Après injection de mock à des souris 
WT, la forme entière de Crebh est visible dans le cytoplasme. Comme déjà démontré dans 
différentes études [152-154], le stress du RE rend la protéine Crebh indétectable dans le foie, 
dans les fractions cytoplasmiques et nucléaires (figure 15A), le rendant indisponible pour son 
activité transcriptionnelle.  
 Afin d’adresser le rôle de Crebh dans l’induction de l’hepcidine par le stress du RE, les 
souris Creb3l3-/- et leurs contrôles littermates ont été injectées avec de la Tm pendant 6h. Si 
Crebh est responsable de l’induction de l’hepcidine lors du stress du RE, les souris délétées 
pour Crebh ne devraient pas présenter d’augmentation de l’expression de l’hepcidine dans le 
foie en réponse à la Tm. Cependant, la Tm induit l'expression de l'hepcidine de manière 
identique chez les souris Creb3l3-/- et leurs contrôles littermates (figure 15B), indiquant que 
Crebh n’est pas responsable de l'induction d'hepcidine par le stress du RE.  
 Ces résultats contredisent donc les données de la littérature et indiquent que Crebh ne 
régule pas l’expression de l’hepcidine lors du stress du RE. 
2.2 Régulation par l’inflammation 
 Crebh n’étant pas impliqué dans l’induction de l’hepcidine par le stress du RE, nous 
avons ensuite déterminer la voie responsable de l’induction de l’expression de l’hepcidine dans 
ce contexte. Les stimuli inflammatoires induisent l'expression de l'hepcidine par l'activation de 
la voie JAK2-STAT3 via l'IL-6. Cette voie implique la translocation de la protéine STAT3 
phosphorylée dans le noyau, sa liaison au promoteur de l'hepcidine et l'induction de sa 
transcription. Pour vérifier l’implication de cette voie dans l’induction de l’hepcidine lors du 
stress du RE, des souris ont été injectées avec de la Tm ou du LPS, qui est un inducteur de la 
voie IL6/STAT3, ce qui nous sert de contrôle positif. Le facteur de transcription Stat3 n'est pas 
phosphorylé dans le foie des souris injectées avec de la Tm, alors qu'il est considérablement 
activé dans le foie de souris traitées au LPS (figure 16).  





Figure 17 : Le stress du RE induit l'expression de l'hepcidine et active la voie Bmp-Smad. 
Du mock (bleu) ou de la Tm (rouge) ont été injectés pendant 6h à des souris WT CD1 (6-9 
souris/groupe) et le foie de ces souris a été analysé pour l’expression relative protéique de P-
Smad5 par rapport à Smad5.  
 
Figure 18 : La voie Bmp-Smad est essentielle pour induire l'expression de l'hepcidine lors 
du stress du RE 
Du mock (bleu) ou de la tunicamycine (Tm) (rouge) ont été injectés aux souris (5-8/groupe) 
contrôles (Bmpr1afl/fl, Alb-Cre-) ou délétées spécifiquement dans les hépatocytes pour Bmpr1a 
(Bmpr1afl/fl, Alb-Cre+). Le foie de ces souris a été analysé (A) l’expression de l’ARNm Atf3 ; 




l’ARNm Hamp. Les moyennes des valeurs ΔCt de PCR quantitatives des souris mock et Tm 
ont été comparées par le test t de Student. ****, p<0,0001. 
2.3 Régulation par la voie BMP-SMAD 
 La voie BMP-SMAD est la voie de régulation majeure de l’expression de l’hepcidine, 
nous avons donc vérifié l’implication de cette voie dans l’induction de l’hepcidine lors du stress 
du RE. Pour cela, nous avons injecté des souris WT CD1 Swiss avec de la Tm. Le stress du RE 
est fortement induit par l’injection de Tm, ainsi que l’expression de l’hepcidine (Figure 14). 
Comme précédemment décrit dans la littérature [151], l’induction de l’expression de 
l’hepcidine est accompagnée d’une activation de la voie Bmp-Smad lors du stress du RE 
(Figure 17). 
3. L’activation de la voie BMP-SMAD est essentielle à l’induction de 
l’hepcidine lors du stress du RE 
 Pour déterminer si l’activation de la voie Bmp-Smad était responsable de l’induction 
de l’expression de l’hepcidine en réponse au stress du RE, nous avons injecté de la Tm à des 
souris délétées pour Bmpr1a, codant pour la protéine Alk3, spécifiquement dans les hépatocytes 
[107]. La protéine Alk3 est le BMP récepteur de type I régulant majoritairement l’expression 
de l’hepcidine. Bien que l’induction du stress du RE par la tunicamycine est semblable chez les 
WT et les souris Bmpr1aalb/alb (Figure 18A), la délétion de Bmpr1a dans les hépatocytes abolit 
totalement l’activation de la voie Bmp-Smad (Figure 18B) ainsi que l’expression de l’hepcidine 
lors du stress du RE (Figure 18C).  
 Nos résultats démontrent que la régulation de l’hepcidine par le stress du RE repose 









Figure 19 : Le stress du RE diminue l'expression transcriptionnelle et protéique de la MT2 
Des souris WT CD1 Swiss (3-9 souris/groupe) injectées avec de la Tm (rouge) ont été sacrifiées 
à différents temps après injection allant de 3h à 24h et comparées aux contrôles 
(bleu).  L’expression de l’ARNm Tmprss6 a été mesurée dans le foie par PCR quantitative (A). 
Des souris C57Bl/6 WT (3-4 souris/groupe) ont été injectées avec du mock (bleu) ou de la Tm 
(rouge) et l’expression protéique hépatique membranaire relative de la MT2 par rapport à la 
protéine de ménage Na+K+ATPase a été mesurée. L’expression de l’ARNm de Tmprss6 des 
souris Mock ou Tm a été comparée par le test t de Student. *, p<0,05 ****, p<0,0001. 
 
Figure 20 : Le stress du RE induit l'expression de l'hepcidine via l'inhibition de la MT2 et 




Des souris Tmprss6-/- ou leur contrôle littermate WT (3-4 souris/groupe) ont été injectées avec 
du mock (bleu) ou de la Tm (rouge). (A) Expression protéique hépatique relative de P-Smad5 
par rapport à Smad5. (B) L’expression de l’ARNm de l’hepcidine a été mesurée dans le foie 
par PCR quantitative. Les moyennes des ∆Cts des souris mock ou Tm des souris WT ou 
Tmprss6-/- ont été comparées avec une ANOVA one-way suivi d’un test de comparaison 
multiple de Sidak. ***, p<0,001 ; ****, p<0,0001. 
4. L’inhibition de la Matriptase-2 est responsable de l’activation de la voie 
Bmp-Smad lors du stress du RE 
Nous avons ensuite caractérisé le mécanisme d’activation de la voie Bmp-Smad par le 
stress du RE. L’inhibiteur majeur de l’hepcidine étant la MT2, nous avons mesuré son 
expression transcriptionnelle lors de la cinétique d’injection de Tm. L’expression de la MT2 est 
inhibée 6h après injection de Tm (Figure 19A), nous avons donc mesuré son expression 
protéique dans ces conditions. La détection de la MT2 étant difficile, nous avons extrait les 
protéines membranaires de foie de souris injectées avec du mock ou de la Tm, afin de concentrer 
les protéines et de permettre la détection de la protéine. Nous avons utilisé un échantillon 
d’extraits membranaires de foie de souris Tmprss6-/-, afin de vérifier la spécificité de l’anticorps 
anti-MT2. L’absence de bande dans l’échantillon de souris Tmprss6-/- montre que l’anticorps 
est spécifique. Nous observons une légère bande dans les souris WT mock alors que cette bande 
disparait avec l’injection de Tm (Figure 19B). 
La matriptase-2 est donc inhibée au niveau transcriptionnel et protéique par le stress du RE. 
Afin de vérifier que l’inhibition de la MT2 était responsable de l’activation de la voie 
Bmp-Smad, des souris Tmprss6-/- ont été injectées avec de la Tm. Bien que le stress du RE soit 
similaire dans les souris WT et Tmprss6-/- injectées avec de la Tm (Figure 20A), la voie Bmp-
Smad, qui est constitutivement haute chez les souris Tmprss6-/-, n’est pas plus fortement activée 
avec la Tm (Figure 20B). Cependant, contrairement à la Tm, l’administration de fer dextran 
aux souris Tmprss6-/- augmente la phosphorylation de Smad5. Ceci démontre que lorsque la 
MT2 est délétée, l’absence d’activation de la voie Bmp-Smad par le stress du RE n’est pas due 
à un effet saturant. De manière surprenante, malgré l’absence d’activation de la voie Bmp-
Smad, l’injection de Tm aux souris Tmprss6-/- augmente l’expression de l’hepcidine par rapport 
aux souris Tmprss6-/- contrôles (Figure 20C).  
Ces résultats démontrent que l’activation de la voie Bmp-Smad par le stress du RE 
dépend de l’inhibition de la MT2, et qu’un mécanisme complémentaire induit une expression 





Figure 21 : La délétion de Bmp6 ainsi que l’activation constitutive de la voie Bmp-Smad 
n’impactent pas la réponse à l’injection de Tm 
Des souris doublement délétées pour les protéines MT2 et BMP6 (Tmprss6-/-Bmp6-/- ; Figure 
A et B) ou pour la protéine Bmp6 seulement (Bmp6-/-, Figure C et D) ont été injectées avec de 
la tunicamycine et sacrifiées 6h post-injection. Dans le foie, l’expression protéique relative de 
p-Smad5 par rapport à Smad5 a été mesurée (A et C). L’expression de l’ARNm de l’hepcidine 
a été mesurée dans le foie par PCR quantitative (B et D). L’expression de l’ARNm de Hamp 












Les souris Tmprss6-/- présentent une carence en fer, une anémie sévère et une voie Bmp-
Smad constitutivement activée. Afin de confirmer que l’absence d’activation de la voie Bmp-
Smad lors du stress du RE n’est pas masquée par la carence en fer et l’activation constitutive 
de la voie Bmp-Smad, nous avons utilisé un modèle murin où les protéines Bmp6 et MT2 sont 
délétées. Dans ces souris Tmprss6-/-Bmp6-/-, le niveau d’activation de la voie Bmp-Smad ainsi 
que l’expression de l’hepcidine sont similaires à ceux observés dans des souris WT [148]. Ce 
modèle permet donc d’étudier la MT2 d’une manière indépendante de l’anémie, de la carence 
en fer et de la sur-activation de la voie Bmp-Smad. Nous avons injecté des souris délétées pour 
ces deux protéines (Tmprss6-/- Bmp6-/-) avec de la tunicamycine pendant 6h. Après extraction 
des protéines du foie et western blot, aucune induction de la voie Bmp-Smad n’est observable 
avec la Tm dans les souris double KO (Figure 21A). Afin d’éliminer un rôle de Bmp6 lors du 
stress du RE, nous avons injecté des souris Bmp6-/- avec de la Tm pendant 6 heures. Nous 
observons que l’absence de Bmp6 n’impacte pas l’activation de la voie Bmp-Smad (Figure 
21C) et l’induction de l’hepcidine (Figure 21D) par le stress du RE. Bmp6 n’a donc pas de rôle 
dans l’induction de l’hepcidine par le stress du RE. Comme observé dans les souris Tmprss6-/-, 
l’injection de Tm aux souris Tmprss6-/-Bmp6-/- induit l’expression de l’hepcidine (Figure 21B), 
confirmant qu’un mécanisme additionnel à la voie Bmp-Smad induit l’expression de 
l’hepcidine lors du stress du RE.  
Ces résultats démontrent que seule la MT2 est responsable de l’activation de la voie BMP-
SMAD, écartant un rôle du fer dans ce contexte et qu’un mécanisme additionnel régule 












Figure 22 : Cinétique d’induction du stress du RE, de l’hepcidine et de la voie Bmp-Smad 
après traitement avec de la Tm 
Les cellules HepG2 traitées avec du mock (bleu) ou de la Tm ont été analysées à différents 
temps allant de 3h à 10h après traitement et comparées aux contrôles (bleu) pour l’expression 
de (A) ATF3, (B) Hamp et (C) ID1. L’expérience a été effectuée en duplicat pour un total de 3 
expériences indépendantes. Les moyennes des valeurs ΔCt de PCR quantitative ont été 
comparées avec une ANOVA one-way suivi d’un test de comparaison multiple de Sidak. **, 












5. L’ARNm de l’hepcidine est stabilisé par HuR lors du stress du RE 
5.1 In vitro 
 Afin de caractériser ce mécanisme additionnel, nous avons utilisé une lignée humaine 
d’hépatocarcinome, les HepG2, dans laquelle la MT2 ne régule pas de manière fonctionnelle la 
voie BMP-SMAD et l’expression de l’hepcidine. Afin de déterminer les conditions optimales 
pour l’étude de ce mécanisme, les cellules HepG2 ont été traitées avec de la Tm et analysées 
3h, 6h, 8h et 10h plus tard. La Tm active le stress du RE dès 3h, qui atteint son niveau maximum 
à 6h et ce, jusqu’à 10h après stimulation (Figure 22A). Ce stress du RE est accompagné d’une 
augmentation significative de l’expression de l’hepcidine à 6h et à 8h post-stimulation (Figure 
22B), mais sans activation de la voie BMP-SMAD (Figure 22C). L’hepcidine étant au 
maximum de son induction à 6h, nous avons gardé ce temps pour continuer les expériences des 
traitements des cellules HepG2. 
 In vitro, le stress du RE induit l’expression de l’hepcidine et ce, indépendamment d’une 
activation de la voie BMP-SMAD, reproduisant le mécanisme complémentaire observé chez 






Figure 23 : Le traitement avec de la Tm induit l'expression de l'hepcidine sans activer la 
voie BMP-SMAD dans les cellules Hep3B 
Les cellules Hep3B ont été traitées avec du mock ou de la Tm pendant 6h puis l’expression de 
différents gènes a été analysée par PCR quantitative (A) ATF3, (B) HAMP, (C) ID1. 
L’expérience a été réalisée en duplicat pour un total de 3 expériences indépendantes. Les 
moyennes des valeurs ΔCt de PCR quantitatives ont été comparées par le test t de Student. *, 
p<0,05 ; ****, p<0,0001. 
 
Figure 24 : La signalisation BMP-SMAD est nécessaire pour la stabilisation de l’ARNm 
de l’hepcidine par HuR 
Les cellules HepG2 ont été prétraitées 1h avec du contrôle ou du LDN193189 puis 6h avec du 
mock ou de la Tm. L’expression des ARNm codés par les gènes (A) ATF3, (B) HAMP, (C) ID1 
a été analysée. Les expériences ont été réalisées 3 fois de manières indépendantes et en duplicat. 
Les moyennes des valeurs ΔCt de PCR quantitatives des conditions mock et Tm ont été 
comparées par une one-way ANOVA suivie d’un test de comparaison multiple de Sidak. **, 









 Afin de vérifier que ces résultats ne dépendaient pas du type cellulaire utilisé, les 
expériences de traitement de Tm ont été confirmées dans une autre lignée humaine 
d’hépatocarcinome, les cellules Hep3B. Comme observé dans les cellules HepG2, après 6h de 
traitement, la Tm induit un augmentation d’expression d’ATF3 (Figure 23A) et de HAMP 
(Figure 23B), mais n’augmente pas la transcription d’ID1 (Figure 23C).  
 Le stress du RE induit l’expression de l’hepcidine sans activation de la voie BMP-SMAD, 
quelle que soit la lignée d’hépatocarcinome utilisée.  
 
 Nous avons également déterminé, si comme dans les souris délétées pour Bmpr1a-/-, la 
signalisation de la voie Bmp-Smad était nécessaire à l’induction de l’hepcidine lors du stress 
du RE. Pour cela, les cellules HepG2 ont été prétraitées 1h avec du LDN193189 puis avec du 
mock ou de la Tm. Le LDN193189 n’a pas d’impact sur l’activation du stress du RE par la Tm 
(Figure 24A). Comme attendu, cette molécule inhibe la voie BMP-SMAD et l’expression de 
l’hepcidine (Figure 24B, condition LDN Mock). En revanche, lorsque les cellules sont traitées 
avec de la Tm, le prétraitement avec du LDN193189 réduit l’augmentation de l’hepcidine 
observée avec la Tm seule.  
 Ces résultats reproduisent ceux obtenus in vivo, et démontrent que le mécanisme 












Figure 25 : L'ARNm de l'hepcidine est stabilisé par HuR lors du stress du RE 
Les cellules HepG2 ont été traitées avec du mock (gris), de l’actinomycine D seule (bleue) ou 
avec de la Tm (rouge) et ont été analysées pour l’expression de HAMP (A). Les cellules HepG2 
ont été transfectées avec un pool de SiRNA négatif ou un pool de SiRNA inhibant l’expression 
de HuR (orange), puis traitées avec du mock ou de la Tm. Les expressions relatives de (B) HUR 
et (C) HAMP sont représentées dans chaque condition par rapport aux cellules transfectées avec 
les SiRNA contrôles et traitées avec le mock. Les résultats des 4 expériences, réalisées en 
duplicat, ont été analysées par une one-way ANOVA sur mesure répétées. Les moyennes des 
valeurs ΔCt de PCR quantitatives des conditions mock et Tm ont été comparées par une one-


























 Le niveau cytoplasmique d'un ARN messager dépend, à la fois, de sa synthèse mais aussi 
de sa dégradation. Nous avons donc émis l'hypothèse que le contrôle de l'ARNm de l'hepcidine 
par le stress du RE pouvait se faire via une stabilisation de son ARNm. Pour tester cette 
hypothèse, les cellules HepG2 ont été traitées avec l’actinomycine D qui est un inhibiteur de la 
transcription. L’actinomycine D est un intercalant de l’ADN et empêche ainsi la progression 
des ARN polymérases. Les cellules HepG2 ont été prétraitées avec de l’actinomycine D puis 
traitées avec de la Tm. Bien que l’actinomycine D inhibe la transcription (Figure 25A, boite 
grise vs boite bleue), l’expression de l’ARNm augmente après le traitement avec la Tm (Figure 
25A, boite bleue vs boite rouge), indiquant que l’ARNm de l’hepcidine est stabilisé lors du 
stress du RE. 
 La protéine ELAVL-1/HuR a récemment été décrite comme une protéine stabilisatrice de 
l’ARNm de l’hepcidine en réponse aux acides gras saturés, en se liant à une séquence ARE 
(AU-Rich Element) présente dans le 3’-UTR de son ARNm [157]. Nous avons donc émis 
l’hypothèse que HuR pouvait être responsable de la stabilisation de l’ARNm de l’hepcidine lors 
du stress du RE. Afin de tester cette hypothèse, nous avons inhibé son expression avec des 
SiRNA. Les cellules HepG2 ont été transfectées avec des SiRNA dirigés contre HuR, la 
protéine étant très stable, deux transfections à 48h d’intervalle sont nécessaires. Les cellules ont 
ensuite été traitées avec de la Tm. Comme attendu, la transfection de SiRNA dirigés contre 
HuR entraine une forte diminution de son expression (Figure 25B), et surtout empêche 
l’induction de l’hepcidine par le stress du RE (Figure 25C).  







Figure 26 : HuR se lie sur le 3’-UTR de l’hepcidine lors du stress du RE. 
Les lysats totaux des cellules HepG2 traitées avec du mock ou de la Tm ont été 
immunoprécipités avec un anticorps anti-HuR ou un anticorps IgG non relevant. Les ARNm 
immunoprécipités ont été analysés pour la séquence codante (A, C, E) le 3’UTR de HAMP ou 





 Ensuite, nous avons déterminé si HuR avait un effet direct en se fixant directement sur le 
3’-UTR de l’ARNm de l’hepcidine, ou s’il y avait des intermédiaires pour cette stabilisation. 
Pour cela nous avons traitées les cellules avec de la Tm puis nous avons fait une expérience de 
RNA-CLIP. Cette technique consiste à fixer de manière covalente les protéines aux ARNs. Les 
complexes sont alors immunoprécipités à l’aide d’un anticorps anti-HuR. Les fragments libres 
d’ARN sont ensuite digérés par une RNase afin de mesurer uniquement les fragments d’ARNs 
liés à HuR. L’expérience a été réalisée à trois reprises (1ère expérience Figure A et B ; 2ème 
expérience Figure C et D, et 3ème expérience E et F). Nous avons vérifié la spécificité de la 
liaison de HuR aux ARNm, en mesurant l’expression de l’ARNm BMPR1A qui est un ARNm 
non relevant sur lequel HuR ne se fixe pas (Figure 26B, D, F). Lors d’un stress du RE, le niveau 
d’hepcidine 3’UTR mesuré dans le lysat après immunoprécipitation avec l’anticorps HuR est 
fortement augmenté par rapport à celui observé avec l’anticorps IgG (Figure 26A, C, E). En 
revanche, le niveau de l’ARNm BMPR1a ne varie pas (Figure 26B, D, F).  
 L’enrichissement du 3’-UTR de l’hepcidine varie fortement d’une expérience à l’autre. 
Ceci s’explique par différentes raisons. Plusieurs sources de variabilité entre les expériences 
expliquent ces différences, notamment les différents lots d'anticorps, les conditions de culture 
cellulaire, la manipulation des échantillons, la qualité et la détection de l'ARN. Toutes nos 
expériences démontrent la liaison de HuR au 3’-UTR de l’ARNm de l’hepcidine afin de 
stabiliser son expression. 
 Ces résultats montrent donc que HuR se fixe sur le 3’-UTR de l’ARNm de l’hepcidine 













Figure 27 : In vivo, le stress du RE module l’expression transcriptionnelle de HuR. 
Des souris WT CD1 Swiss (3-9 souris/groupe) injectées avec de la Tm (rouge) ont été sacrifiées 
à différents temps après injection allant de 3h à 24h et ont été comparées aux contrôles 
(bleu).  L’expression de l’ARNm de Elavl1 a été mesurée dans le foie par PCR quantitative. 
Les moyennes des valeurs ΔCt de PCR quantitatives des souris mock et Tm ont été comparées 
par une one-way ANOVA suivie d’un test de comparaison multiple de Sidak. *, p<0,05 ; ***, 
p<0,001 ; ****, p<0,0001. 
 
Figure 28 : Le traitement avec de la Tm n’induit pas d’augmentation de l’expression de 
l’hepcidine lors du prétraitement des cellules HepG2 avec la rottlerine  
Les cellules HepG2 ont été prétraitées avec de la rottlerine pendant 1h, puis elles ont été traitées 
avec du mock ou de la Tm pendant 6h. Les expressions de (A) HAMP et (B) ATF3 ont été 





5.2 In vivo 
Nous avons ensuite déterminé si HuR pouvait avoir un rôle dans la stabilisation de 
l’ARNm de l’hepcidine par le stress du RE in vivo. L’expression de HuR est régulée à l’échelle 
transcriptionnelle par différentes voies de signalisation cellulaires [262, 263] et son activité 
stabilisatrice d’ARNm dépend, quant-à-elle, de sa localisation cellulaire. Nous avons tout 
d’abord mesuré l’expression de Elavl-1 dans le foie des souris WT injectées avec de la Tm. Le 
stress du RE induit l’expression de HuR 6h après injection de Tm et ce jusqu’à 8h (Figure 27), 
ce qui coïncide avec l’induction maximale de l’hepcidine à 6h.  
Ces résultats doivent être approfondis afin de confirmer le rôle de HuR in vivo. A l’heure 
actuelle, les anticorps anti-HuR ne permettent pas de détecter HuR sur des coupes histologiques 
ce qui nous empêche de vérifier sa localisation cellulaire. De plus, l’expérience de CLIP doit 
être mis au point pour le foie, afin de vérifier la liaison de HuR à l’ARNm de l’hepcidine après 
d’injection de Tm. In vivo, HuR pourrait avoir un rôle dans la stabilisation de l’ARNm de 
l’hepcidine en réponse au stress du RE.  
6. Mécanisme d’activation de HuR 
Nous avons ensuite caractérisé le mécanisme d’activation de HuR lors du stress du RE. 
En condition physiologique HuR est majoritairement présent dans le noyau et lors de stress, il 
transloque du noyau vers le cytoplasme [264]. HuR peut être activé par phosphorylation et 
différentes voies de signalisation cellulaire conduisent à sa phosphorylation, notamment les 
protéines kinase C (PKC) [156]. Une précédente étude a mis en évidence que la stabilisation de 
l’ARNm de l’hepcidine en réponse aux acides gras dépendait de la phosphorylation de HuR par 
la PKCδ [157]. Afin de déterminer si l’activation de HuR lors du stress du RE dépendait du 
même mécanisme qu’en réponse aux acides gras, nous avons prétraité les HepG2 avec de la 
rottlerine, un inhibiteur de la PKCδ, puis nous les avons traitées avec de la Tm. Le traitement 
des cellules HepG2 avec la tunicamycine, en présence de rottlerine, n’augmente pas 
l’expression de l’hepcidine, bien que le stress du RE soit toujours fortement activé dans ces 
conditions (Figure 28A et B). Cependant, le traitement avec la rottlerine seule induit fortement 
l’expression de l’hepcidine et d’ATF3 (Figure 28A et B), indiquant qu’en plus d’induire 
l’hepcidine, la rottlerine active le stress du RE. La rottlerine induisant un important stress du 
RE, et l’expression de l’hepcidine étant déjà très haute, il est difficile de déterminer avec cette 





Figure 29 : In vitro, le traitement avec l’A23187 induit l’expression de l’hepcidine via la 
stabilisation de son ARNm par HuR 
Les cellules HepG2 ont été traitées avec du mock (bleu) ou de l’A23187 (orange) pendant 6 
heures et analysées pour l’expression de l’ARNm de (A) ATF3, (B) HAMP ; (C) l’expression 
protéique relative de p-SMAD5 par rapport à la vinculine. La moyenne des valeurs ΔCt de PCR 
quantitatives ont été comparées par les tests t de Student. ****, p<0,0001. 
Les cellules HepG2 ont été transfectées avec un pool de SiRNA contrôle ou un pool de SiRNA 
réduisant l’expression de HuR et ont été traitées avec du mock (bleu) ou de l’A23187 (orange) 
pendant 6h. Les expressions relatives de (D) HUR et (E) HAMP sont représentées dans chaque 
condition par rapport aux cellules transfectées avec les SiRNA contrôles et traitées avec le 
mock. Les résultats des 3 expériences ont été analysées par une one-way ANOVA sur mesure 
répétées. L’expérience a été effectué en duplicat pour un total de 3 expériences indépendantes.  
Les lysats des cellules hepG2 traitées avec le mock ou l’A23187 ont été immunoprécipités avec 




analysés pour (F, H, J) la séquence du 3’-UTR HAMP ou (G, I, K) une séquence non relevante 
(BMPR1a) par RT-qPCR. Les trois expériences sont représentées. 
7. Confirmation des résultats avec un autre inducteur du stress du RE 
7.1 In vitro 
Afin de confirmer nos résultats obtenus avec la Tm, nous avons testé l’A23187 qui 
induit un stress du RE via l’efflux de calcium hors du RE. Ceci nous a permis de vérifier nos 
résultats avec deux voies distinctes d’induction du stress du RE. Les cellules HepG2 ont été 
traitées avec de l’A23187 et analysées 6h après traitement. Le traitement avec l’A23187 induit 
un stress du RE (Figure 29A), et induit l’expression de l’hepcidine (Figure 29B) 
indépendamment d’une activation de la voie BMP-SMAD (Figure 29C). La transfection de 
SiRNA HuR abolit totalement l’expression de HuR (Figure 29D) ainsi que l’induction de 
l’expression de l’hepcidine par le traitement avec l’A2318 (Figure 29E). Nous avons vérifié 
que dans ces conditions, HuR était fixé directement sur le 3’-UTR de l’ARNm de l’hepcidine 
avec une expérience de RNA-CLIP. Après immunoprécipitation de HuR, le 3’-UTR de 
l’hepcidine est fortement enrichi lors du stress du RE (Figure 29F, H, J). En revanche, l’ARNm 
de BMPR1A, qui correspond à l’ARNm non relevant, n’est pas enrichi après stimulation avec 
l’A23187 (Figure 29G, I, K). 
Ces expériences confirment les résultats obtenus in vitro avec le traitement avec la Tm. 
L’A23187 induit l’expression de l’hepcidine indépendamment de l’activation de la voie BMP-
SMAD mais via une stabilisation de l’ARNm de l’hepcidine par HuR. 





Figure 30 : In vivo, l’injection d’A23187 confirment les résultats obtenus avec l’injection 
de Tm. 
Du mock (bleu) ou de l’A23187 (orange) ont été injecté à des souris CD1 WT (4 souris/groupe) 
et sacrifiées 6h après injection. Le foie de ces souris a été analysé, avec l’expression de l’ARNm 
de (A) Tmprss6, (C) Hamp ; (B) l’expression relative protéique de P-Smad5 par rapport à 
Smad5 6h après injection d’A23187. Les moyennes des valeurs ΔCt de PCR quantitatives des 
souris mock et Tm ou mock et A23187 ont été comparées par une one-way ANOVA suivie 













7.2 In vivo 
 Pour confirmer les résultats obtenus avec la Tm in vivo, des souris CD1 ont été 
injectées avec de l’A23187 puis sacrifiées 6h après injection. Tout comme observé avec la Tm, 
l’expression de la MT2 est inhibée (Figure 30A) ce qui conduit à une activation de la voie 
Bmp-Smad (Figure 30B) et à une induction de l’expression de l’hepcidine (Figure 30C).  
 Comme observé avec l’injection de Tm, l’A23187 induit un stress du RE qui est 
accompagné d’une inhibition de la MT2, d’une activation de la voie Bmp-Smad et d’une 
induction de l’expression de l’hepcidine. Ces mécanismes sont donc induits par un stress du RE 






Figure 31 : Le régime MCD reproduit différentes caractéristiques de la NASH 
Des souris C57Bl/6 WT (7-10 souris/groupe) ont été nourries avec un régime Ctl (bleu) ou un 
régime carencé en méthionine et en choline (MCD) durant 24 jours Différents paramètres de 
ces souris ont été analysés (A) l’accumulation de lipides hépatique, coloration de rouge 
nucléaire ; (B) le niveau d’alanine transaminase (ALT) ; (C) l’expression protéique hépatique 
relative de P-stat3 par rapport à Stat3 (D) l’expression hépatique de l’ARNm Atf3 ; (E) 
l’expression protéique hépatique relative de p-eIF2α par rapport à eIF2α. Les moyennes des 






8. Mécanisme d’induction de l’hepcidine dans un modèle murin de NASH  
 Le stress du RE étant important dans la pathogenèse de la NASH [243] et l'hepcidine 
ayant été décrite comme étant élevée chez ces patients [224], il était important de déterminer si 
l'hepcidine dépendait aussi de l’activation de la voie Bmp-Smad lors de la NASH. Pour cela 
nous avons utilisé un modèle expérimental de NASH, où les souris sont nourries avec un régime 
MCD, c’est-à-dire carencé en méthionine et en choline. Le régime carencé en méthionine et en 
choline (MCD) est un modèle bien établi de stéatohépatite dans lequel un stress du RE 
chronique est induit [265]. Le développement de la NASH provoqué par le régime MCD n’est 
pas totalement compris. Il semble reposer d’une part sur la diminution de sécrétion des VLDL 
dans le foie, la méthionine et la choline étant les précurseurs de la phosphatidylcholine, le 
phospholipide principal contenu dans la membrane des VLDL. D’autre part, le régime MCD 
diminuerait l’expression de la protéine SCD-1 (stearoyl-CoA desaturase 1), qui est une enzyme 
clé de la synthèse de triglycéride, ce qui diminuerait la synthèse de triglycérides et conduirait à 
l’augmentation du captage des acides gras par les hépatocytes. 
  
 Les souris ont été nourries pendant 24 jours avec régime contrôle ou un régime MCD. 
En accord avec les données de la littérature, toutes les caractéristiques de la NASH sont 
retrouvées chez les souris nourries avec le régime MCD pendant 24 jours. En effet, le régime 
MCD induit une accumulation lipidique hépatique (Figure 31A) reflétant la stéatose hépatique, 
et augmente le taux sérique d’alanine transaminase (Figure 31B) reflétant les dommages 
hépatiques. Des foyers inflammatoires, une autre caractéristique de la pathogenèse de la NASH, 
ont été observés dans le foie des souris nourries avec un régime MCD (Figure 31A), mais cela 
n'a pas été associé, au moins après 24 jours de régime, à une augmentation significative de la 
phosphorylation de Stat3 (Figure 31C).  Comme attendu, ce régime active le stress du RE 






Figure 32 : Un modèle murin de NASH induit l'expression de l'hepcidine, active la voie 
Bmp-Smad et provoque des dépôts de fer hépatiques. 
Des souris C57Bl/6 WT (7-10 souris/groupe) ont été nourries avec un régime contrôle (Ctl ; 
bleu) ou un régime carencé en méthionine et en choline (MCD ; rouge) pendant 24 jours. 
Différents paramètres ont été analysés chez ces souris : (A) l’expression hépatique de l’ARNm 
de Hamp ; (B) la quantité d’hepcidine sérique ; (C) l’expression protéique hépatique relative de 
p-Smad5 par rapport à Smad5 ; (D) le contenu en fer non héminique hépatique ; (E) les dépôts 
de fer hépatiques visibles par coloration de Perl’s. La moyenne des valeurs des ∆Cts, les 
niveaux d’hepcidine sérique et le contenu hépatique en fer des souris Ctl ou MCD ont été 










 L’hepcidine étant élevée chez les patients ayant un stress du RE [224], et un stress du RE 
étant présent lors du régime MCD, nous avons mesuré son niveau d’expression dans le foie et 
sa concentration dans le sérum. Dans notre modèle expérimental de NASH, l’activation du 
stress du RE est accompagnée d’une augmentation de l’expression de l’hepcidine dans le foie 
(Figure 32A) et dans le sérum (Figure 32B), ainsi que d’une activation de la voie Bmp-Smad 
(Figure 32C). Comme observé lors du stress du RE aigu, la matriptase-2 est inhibée lors de la 
NASH (Figure 30G), son inhibition pourrait être responsable de l’activation de la voie Bmp-
Smad. Cette élévation du niveau d'hepcidine a des conséquences physiologiques puisque ces 
souris ont des dépôts de fer dans le foie (Figure 32D), et plus particulièrement dans les 
hépatocytes et les cellules de Kupffer (Figure 32E), alors que les souris nourries avec le régime 
témoin n’en ont pas.  
 Lors de la NASH, l’induction du stress du RE est accompagnée d’une activation de la 
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The liver hormone hepcidin controls the main inflows of iron into plasma by binding to 
and inducing the degradation or the occlusion of the iron export activity of ferroportin, the 
only known cellular exporter of iron(1, 2). When hepcidin concentrations are high, iron is 
trapped in enterocytes of the duodenum, hepatocytes, and macrophages. Hepcidin 
production by the hepatocytes is induced by a number of stimuli, most notably iron, through 
the BMP-SMAD signaling pathway (3), and inflammatory signals, through the IL-6/ STAT3 
signaling axis(4). In addition, hepcidin has also been reported to respond to intracellular stress, 
namely endoplasmic reticulum (ER) stress which is involved in a number of pathophysiological 
states, including the inflammatory response, nutrient disorders and viral infection. A previous 
study has suggested that hepcidin induction by ER stress is controlled by the BMP-SMAD 
pathway(5), but the exact mechanism is still uncertain.  
ER stress may have an important role in the development of nonalcoholic fatty liver 
disease (NAFLD)(6-9) . Indeed, hepatic lipid accumulation induces ER stress, and, in turn, the 
ER stress response promotes hepatic lipogenesis, thus creating a positive-feedback loop, 
which may contribute to the development of hepatic steatosis(9-11). ER stress has also been 
implicated in the development of hepatocellular injury and fibrosis and the progression of 
simple steatosis to nonalcoholic steatohepatitis (NASH). Interestingly, approximately one 
third of patients with NAFLD show signs of disturbed iron homeostasis as indicated by elevated 
serum ferritin with normal or mildly elevated transferrin saturation, mild hepatic iron 
deposition(12, 13) and increased hepcidin production(14). Excess iron is proposed to 
aggravate the natural course of NAFLD because of its capability to catalyze the formation of 
toxic hydroxyl radicals that cause cellular damage(15). Iron accumulation in NAFLD is mainly 
due to impaired iron export from hepatocytes and Kupffer cells(13) which might well be the 
consequence of hepcidin induction by ER stress.  
Given the potential impact of ER stress-induced hepcidin on hepatic iron deposition in 
NAFLD patients, it is essential to better understand the molecular mechanisms leading to the 
induction of hepcidin in this context. To definitely elucidate these mechanisms, we used a 
model of acute ER stress induced in mice by tunicamycin. We demonstrated that induction of 
hepcidin by ER stress requires repression of TMPRSS6, the gene coding for the inhibitor of 
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BMP-SMAD1/5/8 signaling, matriptase-2, and stabilization of hepcidin mRNA by the RNA-
binding protein, HuR. 
To investigate the kinetics of hepcidin induction by ER stress over time, WT mice received 
one IP injection of tunicamycin (Tm) (2mg/kg), a well-known ER stress inducer, and were 
sacrificed at time points ranging from 3 to 24 hours after injection. As expected, Tm injection 
triggered ER stress in the liver (Online Supplementary Figure S1A-B and Online Supplementary 
Figure S2A-B). As shown in Online Supplementary Figure S1C, hepcidin gene expression 
progressively increased and reached a maximum 6 hours after Tm injection. Therefore, this 
time point was chosen for performing all the following experiments.  
As previously demonstrated, we show that hepcidin induction coincides with an activation 
of the BMP-SMAD pathway (Figure 1A-C and Online Supplementary Figure S1D) which is 
dependent on the Bmp type 1 receptor Bmpr1a (Online Supplementary Figure S3). In this 
study, our objective was to find out the mechanisms that activate Bmp-Smad signaling during 
ER stress, leading to excessive hepcidin production. As shown in Online Supplementary  Figure 
S4A-B, Tm did not increase the expression of the ligands known to activate Bmp-Smad 
signaling and hepcidin gene expression in circumstances other than ER stress, i.e. Bmp6(3) and 
Bmp2(16). Another ligand of the TGF-β family, activin B, was recently suggested to induce 
hepcidin in ER stress(5) but, as shown in Online Supplementary  Figure S4C-D, Tm similarly 
induced Id1 and hepcidin gene expression in Inhbb-/- mice, lacking activin B, and in wild-type 
controls. A role for activin B in this process is thus unlikely. 
Matriptase-2, encoded by the TMPRSS6 gene, is a strong inhibitor of the BMP-SMAD 
signaling pathway and of hepcidin expression (17, 18). Interestingly, Tm injection significantly 
down-regulate MT2 at mRNA (Figure 1D and Online Supplementary Figure S1E) and protein 
(Online Supplementary Figure S5) levels, which could explain the observed activation of Bmp-
Smad signaling and induction of hepcidin expression in these mice. To confirm this hypothesis, 
we assessed the response of Tmprss6-/- mice to Tm. Notably, in the absence of stimulation, 
Smad5 phosphorylation and Id1 expression are, as expected, constitutively high in Tmprss6-/- 
mice, but they have not reached their peak and can still be further induced by iron dextran 
(Online Supplementary Figure S6E-F). This demonstrates that Tmprss6-/- mice have the ability 
to activate the Bmp-Smad signaling in response to external stimuli. However, although ER 
stress was similarly induced in both Tmprss6-/- and wild-type mice (Online Supplementary 
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Figure S6A-D), Smad5 phosphorylation (Figure 1E) and Id1 expression (Figure 1F) were not 
further increased by Tm in Tmprss6-/- mice. To determine if the loss of BMP-SMAD activation 
was not blunted by the activated Bmp signaling and the iron deficiency anemia of Tmprss6-/- 
mice, we used Bmp6-/--Tmprss6 -/- mice which have a similar Bmp signaling than WT mice and 
no iron deficiency anemia(19). In this mouse model, Bmp signaling is not induced by Tm 
injection (Online Supplementary Figure S7A-B) showing that repression of matriptase-2 is 
required for activation of Bmp-Smad signaling by ER stress.  
Quite surprisingly though, and despite the lack of further Smad5 activation, hepcidin 
induction was not totally abolished in mice lacking matriptase-2 (Figure 1G and Online 
Supplementary Figure S7C), suggesting that a second mechanism contributes to the whole 
magnitude of hepcidin upregulation in ER stress.  
To characterize this additional mechanism observed in Tmprss6-/- mice, we used the HepG2 
hepatoma cell line that expresses TMPRSS6 mRNA at a level so low that a siRNA directed 
against it is unable to promote any activation of BMP-SMAD signaling (data not shown). The 
HepG2 cell line is thus a good model to characterize hepcidin regulation by ER stress 
independently of matriptase-2 and BMP-SMAD signaling. Treatment of HepG2 cells with Tm 
induces ER stress (Figure 2A) and hepcidin (Figure 2B and Online Supplementary Figure S8A) 
even in the absence of SMAD5 activation or ID1 mRNA induction (Figures 5C-D and Online 
Supplementary Figure S8B).  
Cytoplasmic level of a messenger RNA relies not only on its rate of synthesis but also on its 
decay rate. Therefore, to determine if hepcidin level in response to Tm is regulated through 
induction of its transcription or through increased stability of its mRNA, HepG2 cells were 
treated with the transcriptional inhibitor actinomycin D. As expected, treatment with 
actinomycin D significantly reduced hepcidin mRNA levels in these cells (Figure 2E). However, 
when treated with Tm in the presence of actinomycin D, HepG2 cells still exhibited a significant 
increase in hepcidin mRNA expression (Figure 2E), clearly demonstrating that ER stress 
controls hepcidin gene expression through post-transcriptional mechanisms.  
Interestingly, ELAVL1/HuR was recently described as a protein stabilizing hepcidin mRNA in 
response to saturated fatty acids. It acts through a direct interaction with the AU-rich 
elements (ARE) located in the 3’UTR of hepcidin mRNA(20). Importanly, we observed that HuR 
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mRNA expression is increased in the liver in response to Tm treatment (Online Supplementary 
Figure S1F). HuR was thus a good candidate for the control of hepcidin mRNA stability not only 
in response to fatty acids but also to ER stress. To confirm this possibility, we transfected 
HepG2 cells with a siRNA pool directed against human HuR before treating them with Tm, and 
compared hepcidin expression in these cells with that in cells transfected with a pool of control 
siRNAs before Tm treatment. HuR silencing reduced HuR mRNA expression (Figure 2F) and, 
most importantly, prevented hepcidin mRNA induction in response to Tm (Figure 2G). To 
determine if, in response to Tm, HuR regulates hepcidin mRNA stability through direct binding 
to hepcidin 3’UTR, we performed RNA-CLIP experiments with HuR or IgG control antibodies 
followed by qRT-PCR with primers specific for the hepcidin 3’UTR sequence or a non-relevant 
sequence in the BMPR1A gene. According to the experiment, in cells treated with Tm, the level 
of hepcidin 3’UTR measured in the immunoprecipitate collected with HuR antibody was 
increased 20 to 6700-fold relative to that in the immunoprecipitate collected with control IgG 
(Figure 2H, Online Supplementary  Figure S9A-B). No such enrichment of hepcidin 3’UTR is 
seen in cells treated with mock. Furthermore, there was no enrichment of the non-relevant 
sequence in the immunoprecipitate collected with HuR antibody (Figure 2I, Online 
Supplementary Figure S9C-D). Altogether, these results indicate that Tm treatment specifically 
promotes binding of the RNA stabilizer HuR to hepcidin 3’UTR. 
In the present study, we showed that ER stress up-regulates the iron-regulatory hormone 
hepcidin through two complementary mechanisms. The first involves the inhibition of 
matriptase-2, which activates Bmp-Smad signaling without the induction of any ligand of the 
BMP subfamily or the requirement for activin B. The second is the stabilization of hepcidin 
mRNA by the RNA-binding protein, HuR. These two mechanisms appear to act sequentially. 
Indeed, whereas the induction of another target of Bmp-Smad signaling, Id1, has reached a 
plateau 3 hours after Tm injection (Online Supplementary Figure S1D), hepcidin mRNA has not 
achieved its maximal level at this time point and continues to raise at least 2-fold between 3 
and 6 hours (Online Supplementary Figure S1C). This coincides with the induction of Hur 
expression in the liver (Online Supplementary Figure S1F). Thus, the effect of HuR on hepcidin 
mRNA stabilization is very likely secondary to the activation of Bmp-Smad signaling. Moreover, 
in WT mice, in which both mechanisms are functional, hepcidin is increased by 5.3 fold 
whereas in Bmp6-/--Tmprss6 -/- mice in which the Bmp signaling is not activated, hepcidin 
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expression is only induced by 2.8 fold. This suggest that both mechanisms contribute to half 
of the whole magnitude of hepcidin induction in response to ER stress. Interestingly, HuR has 
no effect on hepcidin mRNA stability when the messenger production is reduced, as shown 
here in mice lacking the Bmpr1a specifically in hepatocytes. A functional Bmp-Smad signaling 
pathway is thus necessary for the induction of hepcidin by ER stress.  
Chronic liver ER stress, promoted at least in part by liver fatty acid accumulation (9, 21) (7, 
22), contributes to the progression of NAFLD towards NASH (23) (24, 25). Mild to moderate 
hepatic iron accumulation, seen in hepatocytes and/or in cells of the reticuloendothelial 
system of one third of the patients with NAFLD (13), is also a factor of poor prognosis. Finally, 
NAFLD patients often have high levels of hepcidin (14). In vitro, HuR stabilizes hepcidin mRNA 
in response not only to ER stress as demonstrated here but also to saturated fatty acids(20). 
As saturated fatty acids accumulate in the liver in NAFLD and induce ER stress, it is highly likely 
that ER stress is the intermediary between fatty acids and activation of HuR and that HuR also 
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Figure 1. ER stress upregulates hepcidin expression and activates the Bmp-Smad signaling 
pathway through matriptase-2. Wild-type CD1 mice (6-9/group) were injected with mock 
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(blue boxes) or tunicamycin (red boxes) and were analyzed 6h later for liver (A) Hamp mRNA 
expression; (B) pSmad-5 relative to total Smad5 protein expression;  (C) Id1 mRNA expression 
and (D) Tmprss6 mRNA expression. C57Bl/6 WT mice and Tmprss6-/- mice (3-4/group) were 
injected with mock (blue boxes) or tunicamycin (red boxes) and were analyzed 6h later for 
liver (E) pSmad-5 relative to total Smad5 protein expression; (F) Id1 mRNA expression and (G) 




Figure 2. ER stress stabilizes hepcidin mRNA through HuR. HepG2 cells were treated with 
mock (blue boxes) or tunicamycin (red boxes) and analyzed for (A) ATF3 mRNA expression; (B) 
HAMP mRNA expression; (C) ID1 mRNA expression and (D) pSMAD-5 relative to total SMAD5 
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protein expression. Values shown are the result of 3 independent experiments performed in 
duplicate. (E) HepG2 cells were treated with mock (black box) or actinomycin D alone (blue 
box) or together with Tm (red box) for 6 hours and analyzed for HAMP mRNA expression. (F-
G) HepG2 cells were transfected either with a control pool of siRNAs or a pool of siRNAs 
designed to silence human HuR and subjected to either treatment with mock (blue box) or 
tunicamycin (red box) for 6 hours. The results of 4 experiments were analyzed by repeated 
measures one-way ANOVA. Fold-change compared to cells transfected with SiRNA ctl and 
treated with mock are shown on the graphs. Total lysates from HepG2 cells treated with mock 
or tunicamycin were subjected to CLIP with either HuR or control normal IgG antibodies. RNA 
was collected from the immunoprecipitates and analyzed for (H) HAMP 3’UTR sequence and 
(I) a non-relevant sequence (BMPR1A) enrichment by qRT-PCR. One representative 




All the animal protocols were approved by the Midi-Pyrénées Animal Ethics Committee. 
Only males were used in this study. Mice were given free access to tap water and standard 
laboratory mouse chow diet (250 mg iron/kg; SAFE, Augy, France).  
Intraperitoneal injections of tunicamycin (Sigma-Aldrich, Allentown, PA) (2mg/kg) or 
vehicle (2.5% DMSO) were carried out on 7-10 week-old CD1 or C57BL/6J wild type (WT) mice, 
C57BL/6J Tmprss6-/- mice, CD1- C57BL/6J mixed genetic background Bmp6-/-Tmprss6-/- mice, 
C57BL/6J Inhbb-/- mice and C57BL/6J mice with hepatocyte-specific Bmpr1a deficiency 
(Bmpr1afl/fl, Alb-Cre+) or control littermates (Bmpr1afl/fl, Alb-Cre-)(26) (provided by Dr. A. 
Steinbicker laboratory). Except for the study of tunicamycin response over time, mice were 
sacrificed 6 hours after injection.  
Cell culture and treatments 
Human hepatoma cells (HepG2; ATCC) were cultured in high-glucose DMEM 
supplemented with 10% FCS and antibiotics. Cells were transferred to 24-well plates for mRNA 
extraction or 6-well plates for protein extraction. 48 hours after seeding, cells were treated 
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for 6 hrs with tunicamycin (10µg/ml, Sigma-Aldrich) or mock (0.275% DMSO), in combination 
with actinomycin D (6.275 µg/ml, Sigma-Aldrich) for mRNA stabilization experiments. 
SiRNA experiments 
HepG2 cells were seeded onto 24-well plates. During seeding, cells were reverse-
transfected with INTERFERin (Polyplus transfection, Illkirch-Graffenstaden, France) and either 
50nM of the negative control pool of siRNAs (D-001810-10-05, Dharmacon, Chicago, IL) or a 
pool of siRNAs designed to silence human HuR (M-003773-04-0005, Dharmacon). 48 hours 
later, cells were trypsinized and reverse-transfected again in similar conditions. After 48 hours, 
cells were treated with mock or tunicamycin for 6 hours as described above.  
RNA extraction, quantitative real-time PCR and semiquantitative RT-PCR 
Total RNA was isolated using UPzol lysis reagent (biotechrabbit, Hennigsdorf, Germany). 
First-strand cDNA synthesis was performed using MMLV-RT (Promega, Madison, WI). 
Sequences of the primers used in this study are listed in Online Supplementary Table S1. Real-
time qPCR reactions were prepared with LightCycler® 480 DNA SYBR Green I Master reaction 
mix (Roche Diagnostics, Meylan, France) and run on a LightCycler® 480 System (Roche 
Diagnostics). Box plots were used to show the distribution of −ΔCt values, with lines 
representing the first, second (median) and third quartiles, and the ends of the whiskers the 
lowest and highest –ΔCt. The higher the −ΔCt, the greater is the amount of target amplicon. 
Estimates of the fold changes in gene expression (2−ΔΔCt) are shown on the graphs. 
Since HuR proteins are very stable, cells have been transfected with SiRNA for a total of 
96 hours to reduce their protein level. Because this long silencing leads to variations in basal 
hepcidin expression between repeated experiments, results for this experiment are 
normalized on hepcidin expression in the SiRNA Ctl mock treated condition. 
Xbp1 mRNA spliced forms were analyzed by semiquantitative RT-PCR using cDNA 
obtained as specified above. PCR products were run on 3% agarose gels.  
Western blot analysis 
For all analysis except matriptase-2 western blot, livers were homogenized in lysis buffer 
(50 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl, 5mM EDTA, pH 8, 0.1% NP-40) including inhibitors of 
proteases (complete protease inhibitor cocktail, Roche Applied Science) and of phosphatases 
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(phosphatase inhibitor cocktail 2, Sigma-Aldrich) with a FastPrep®-24 instrument for 15 s at 4 
m/s. For HepG2 cells, proteins were extracted with RIPA buffer (Sigma-Aldrich) plus inhibitors 
of proteases and phosphatases. Proteins were then quantified using the Bio-Rad Protein 
Assay. 
For matriptase-2 analysis, a plasma membrane-enriched fraction of liver homogenate 
was used as previously reported(27).  Liver samples were homogenized in 10 mM HEPES, 
pH7.4, 250 mM sucrose, 2 mM EDTA, and protease inhibitors. Unbroken cells were discarded 
and supernatant was centrifuged at 3,000g for 15 min. The 3,000g pellet was then 
homogenized in 10 mM HEPES containing 2 M NaCl, recentrifuged for 15 min at 3,000g, and 
homogenized in 0.1M sodium carbonate. After agitation at 4°C for 1h, the homogenate was 
centrifuged at 16,000g, and the pellet was homogenized in 10 mM HEPES containing 4 M urea. 
After 30 min on ice, the homogenate was centrifuged at 16,000g, and the pellet resuspended 
in 2% SDS in 25 mM of ammonium bicarbonate.  
Equal amounts of proteins were subjected to SDS-PAGE before their liquid transfer to 
nitrocellulose membranes (Amersham, Velizy-Villacoublay, France). Blots were blocked with 
5% of dry milk in TBS-T buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.15% Tween 20) 1 hour 
at RT, incubated overnight at 4qC with either a rabbit anti-phospho-Smad5 antibody (1:5000) 
(Epitomics, Burlingame, CA) or rabbit anti-matriptase-2 (1:2000) (provided by A-S. Zhang). 
After washing with TBS-T, blots were incubated for 1 hour at RT with HRP-conjugated 
secondary anti-rabbit antibody (Cell Signaling) and enzymatic activity was visualized using a 
chemiluminescence detection kit (ECL, GE Healthcare). Membranes were then stripped and 
reprobed with a rabbit anti-Smad5 antibody (1:5000) (Epitomics) or a rabbit anti-Na+K+ ATPase 
antibody (1:20000) (Abcam) overnight at 4°C before incubation with the HRP-conjugated 
secondary anti-rabbit antibody. Membranes were also reprobed with mouse anti-vinculin 
(1:50000) (Sigma) for normalization. Blot imaging and analysis were performed on a Chemidoc 
MP Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA) with the Image Lab software. Means of the ratio 
pSmad5/Smad5 or Matriptase-2/Na+K+ATPase are shown on the images 
RNA immunoprecipitation (CLIP) 
HepG2 cells were seeded onto 10 cm dishes for 72 hours and treated for 6 hours with 
tunicamycin (10µg/ml, Sigma-Aldrich) or mock (0.275% DMSO). RNA and proteins were UV-
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crosslinked once with 300 mJ/cm2 at 254 nm using a UV BIO-LINK BLX 254 (Thermo Fisher 
Scientific). Cytoplasmic lysates were prepared with RIPA (Sigma-Aldrich) including inhibitors 
of proteases. After centrifugation, proteins were quantified using the Bio-Rad Protein Assay 
and treated with TURBO DNase (Invitrogen). Dynabead Protein G (Invitrogen) (30µl) were 
incubated with 1µg rabbit IgG antibody (PP64, Sigma-Aldrich) or mouse anti-HuR (sc-5261, 
Santa Cruz Biotechnology) for 3h at 4°C, then incubated with supernatants adjusted to 1mg of 
protein overnight at 4°C. After extensive washing and treatment with proteinase K, RNA was 
extracted with ReliaPrep™ RNA Miniprep Systems (Promega) and used for quantitative real-
time PCR of HAMP 3’UTR. 
Statistical analyses 
Results were analyzed with GraphPad Prism 7.02 software. Means of quantitative PCR 
ΔCt values were compared with Student’s t-tests or with ANOVA followed by Sidak’s multiple 
comparison tests for planned contrasts between pairs of means. SiRNA experiments were run 
in four independent experiments (run) and each run consisted of all treatments. In this case, 
comparisons between treatments were made by repeated measures one-way ANOVA 















Supplementary Figure S1. Hepcidin induction by ER stress coincides with an activation of the 
Bmp-Smad pathway. WT CD1 mice (3-9/group) injected with tunicamycin (red boxes) were 
sacrificed at time points ranging from 3 to 24 hours after injection and compared to controls 
(blue boxes). Mice were analyzed for liver (A) Atf3 mRNA expression; (B) Ddit3 mRNA 
expression; (C) Hamp mRNA expression; (D) Id1 mRNA expression; (E) Tmprss6 mRNA 






Supplementary Figure S2. Tunicamycin injection promotes ER stress in WT mice. Wild-type 
CD1 mice (6-9/group) were injected with mock (blue boxes) or tunicamycin (red boxes) and 
were analyzed 6h later for liver. Representative mice are shown for (A) Hspa5 mRNA 




Supplementary Figure 3. Bmp-Smad signaling is required for hepcidin up-regulation by 
ER-stress. Mice (5-8/group) with hepatocyte-specific Bmpr1a deficiency (Bmpr1afl/fl, Alb-Cre+) 
and control littermates (Bmpr1afl/fl, Alb-Cre-) were injected with mock (blue boxes) or 
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tunicamycin (red boxes) and were analyzed 6h later for liver (A) Atf3 mRNA expression; (B) 
Ddit3 mRNA expression; (C) Hspa5 mRNA expression; (D) Xbp1 mRNA splicing; (E) Id1 mRNA 
expression; (F) pSmad-5 relative to total Smad5 protein expression; and (G) Hamp mRNA 
expression. *, p<0.05; **, p<0.01; ****, p<0.0001. 
 
Supplementary Figure S4. Activation of the Bmp-Smad pathway by ER stress is independent 
of Bmp6, Bmp2 and activin B. WT CD1 mice were injected with mock (blue boxes) or 
tunicamycin (red boxes) and were analyzed 6 hours later for liver (A) Bmp6 and (B) Bmp2 
mRNA expression. WT and Inhbb-/- mice (5-7/group), males and females, were injected with 
mock (blue boxes) or tunicamycin (red boxes) and were analyzed 6 hours later for liver (C) Id1 




Supplementary Figure S5. ER stress suppresses matriptase-2 at protein level in WT mice. 
Wild-type CD1 mice (6-9/group) were injected with mock  or tunicamycin and were analyzed 
6h later for matriptase-2 protein level in the liver. Representative mice are shown. Proteins 
extracted from Tmprss6-/- mice were used as a negative control for the anti-matriptase-2 




Supplementary Figure S6. Iron treatment is able to further activate Bmp-Smad signaling in 
Tmprss6-/- mice.  
C57Bl/6 WT mice and Tmprss6-/- mice (3-4/group) were injected with mock (blue boxes) or 
tunicamycin (red boxes) and were analyzed 6h later for liver (A) Atf3 mRNA expression; (B) 
Ddit3 mRNA expression (C) Hspa5 mRNA expression and (D) Xbp1 mRNA splicing. (E-F) 
Tmprss6-/- mice received one subcutaneous injection of iron-dextran (Sigma-Aldrich, 
Allentown, PA) weekly for 2 weeks (5mg/injection) (green box) and were analyzed for liver 
pSmad-5 relative to total Smad5 protein expression and Id1 mRNA expression. Comparisons 
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were made with data obtained in Tmprss6-/- mice injected with tunicamycin (red box) and iron 
(green box). **, p<0.01; ****, p<0.0001. 
 
Supplementary Figure S7. ER stress does not activate the Bmp-Smad pathway in Bmp6-/--
Tmprss6-/- mice. 
Bmp6-/--Tmprss6-/- mice (3-5/group) were injected with mock (blue boxes) or tunicamycin (red 
boxes) and were analyzed 6h later for liver (A) Id1 mRNA expression; (B) pSmad-5 relative to 




Supplementary Figure S8. ER stress induces hepcidin expression independently of an of a 
Bmp signaling activation in HepG2 cells. HepG2 cells were treated with mock (blue boxes) or 
tunicamycin (red boxes) were analyzed at time points ranging from 3 to 10 hours after 
treatment and compared to controls (blue boxes) for (A) HAMP mRNA expression and (B) ID1 
mRNA expression. Values shown are the result of 3 independent experiments performed in 




Supplementary Figure S9. ER stress promotes HuR binding to HAMP 3’UTR. Total lysates from 
HepG2 cells treated with mock or tunicamycin were subjected to CLIP with either HuR or 
control normal IgG antibodies. RNA was collected from the immunoprecipitates and analyzed 
for (A-B) HAMP 3’UTR sequence and (C-D) a non-relevant sequence (BMPR1A) enrichment by 
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 Dans cette étude, nous avons démontré que l'induction de l'hepcidine par le stress du 
RE se fait via deux mécanismes complémentaires. Le premier mécanisme implique l’inhibition 
de la matriptase-2, ce qui active la voie Bmp-Smad et induit l’expression de l’hepcidine. Le 
second mécanisme est la stabilisation de l'ARNm de l'hepcidine par la protéine stabilisatrice 
HuR.  
 Quel sont les mécanismes induisant l’expression de l’hepcidine lors du stress du RE ? 
 Nous avons montré qu’un stress du RE aigu (injection de Tm) induit l’expression de 
l’hepcidine via l’activation de la voie Bmp-Smad, confirmant ainsi les données de la littérature 
[151]. En effet, les souris délétées pour Bmpr1a n’induisent pas l’expression de l’hepcidine en 
réponse au stress du RE, démontrant que la voie Bmp-Smad est indispensable à l’induction de 
l’hepcidine dans ce contexte. Nous avons également exclu l’implication du facteur de 
transcription CREBH dans la régulation de l’hepcidine par le stress du RE, la Tm induisant 
l’expression de l’hepcidine de manière semblable dans les souris contrôles et les souris Creb3l3-
/-. 
 La matriptase-2 étant l’inhibiteur majeur de la voie Bmp-Smad et de l’expression de 
l’hepcidine, notre hypothèse était qu’une inhibition de la MT2 par le stress du RE conduirait à 
une activation de la voie Bmp-Smad. La MT2 est inhibée à la fois, à l’échelle transcriptionnelle 
et à l’échelle protéique lors du stress du RE. In vivo, la délétion de la MT2 empêche l’activation 
de la voie Bmp-Smad par le stress du RE démontrant que son inhibition est nécessaire à 
l’activation de la voie Bmp-Smad dans ce contexte. Le mécanisme d’inhibition de la MT2 par 
le stress du RE doit être déterminé. Bien que la voie Bmp-Smad ne soit pas activée, l’hepcidine 
augmente partiellement en réponse à la Tm dans les souris Tmprss6-/- indiquant qu’un deuxième 
mécanisme est responsable de son amplitude totale. 
 Ce mécanisme dépend d’une stabilisation de l’ARNm de l’hepcidine par HuR. Nos 
résultats in vitro reproduisent également nos résultats obtenus dans les souris Bmpr1a-/-, et 
démontrent que la voie de signalisation BMP-SMAD est essentielle pour la stabilisation de 
l’ARNm de l’hepcidine par HuR. Ceci peut s’expliquer par différentes hypothèses. La première 
hypothèse est que l’absence d’activation de voie BMP-SMAD provoque une forte baisse de 
l’ARNm de l’hepcidine, ce dernier étant très faiblement présent il ne peut plus être stabilisé par 




de HuR, ce qui augmente son expression [266]. Lorsque la voie BMP-SMAD est inhibée, les 
protéines SMAD1/5/8 ne sont plus liées au 5’ de HuR, HuR est alors plus faiblement exprimé 
et ne peut plus stabiliser l’ARNm de l’hepcidine. 
 Quelle est la chronologie et l’importance de ces deux mécanismes ? 
 Ces deux mécanismes apparaissent de manière séquentielle. En effet, l’induction de 
la voie Bmp-Smad atteint un plateau dès 3 heures post-injection de Tm alors que l’expression 
de l’hepcidine double entre 3h et 6h. Lors du stress du RE, nos résultats suggèrent que la 
stabilisation de l’ARNm de l’hepcidine par HuR interviendrait secondairement après 
l’induction de son expression par la voie Bmp-Smad. Ces résultats ont été confirmé dans les 
souris doublement délétées pour Bmp6 et la MT2. Chez les souris WT, dans lesquelles les deux 
mécanismes sont fonctionnels, l'hepcidine est multipliée par 5,3 tandis que chez les souris 
Bmp6-/-Tmprss6-/- dans lesquelles la signalisation Bmp-Smad n'est pas activée, l'expression de 
l'hepcidine n'est induite que par 2,8 fois. Cela suggère que les deux mécanismes contribuent 
chacun à la moitié de l'ampleur totale de l'induction de l'hepcidine en réponse au stress du RE. 
 L’induction de l’hepcidine dépend-elle des mêmes mécanismes dans la NASH que 
dans un stress du RE aigu ? 
 Il a été démontré que l'accumulation d'acides gras dans le foie favorise un stress du RE 
dans le foie de patients atteints de stéatose et de NASH [245, 246]. De plus, plusieurs études 
ont montré que les patients atteints de NAFLD ont des taux d'hepcidine plus élevés que les 
sujets sains, pouvant causer une rétention de fer dans les cellules hépatiques [224].  
 Étant donné que l'augmentation d'hepcidine et les dépôts de fer dans les cellules 
hépatiques sont également des facteurs de mauvais pronostic chez les patients atteints de 
NAFLD, notre hypothèse est que le stress du RE, l’augmentation de l'hepcidine et les dépôts de 
fer observés chez ces patients sont liés. Nos résultats montrent que la forte augmentation de 
l'expression de l'hepcidine observée dans la NASH est accompagnée d’une activation de la voie 
de signalisation Bmp-Smad et d’une inhibition de la matriptase-2. Cette induction de 
l’hepcidine coïncide avec l’augmentation de marqueurs du stress du RE dans le foie et conduit 
à l'apparition de dépôts de fer dans les hépatocytes et les cellules de Kupffer, reproduisant ainsi 




 In vivo, l’expression de HuR augmente avec l’injection de Tm. Récemment, HuR a été 
montré comme une protéine stabilisatrice de l'ARNm de l'hepcidine en réponse aux acides gras 
saturés [157]. Puisque les acides gras saturés induisent un stress du RE dans les hépatocytes 
[267], il est possible que le stress du RE soit l’intermédiaire entre les acides gras, et la fixation 
de HuR sur l'ARNm de l'hepcidine dans la NASH. Pour confirmer le rôle de HuR dans la 
stabilisation de l’ARNm de l’hepcidine lors de la NASH, nous utiliserons des souris délétées 
pour HuR spécifiquement dans les hépatocytes (Elavl-1alb/alb) puis ces souris seront placées sous 
régime MCD durant 24 jours. Nous analyserons différents paramètres. Dans un premier temps, 
nous vérifierons que la délétion de HuR dans les hépatocytes n’impacte pas le développement 
de la NASH. Si HuR est impliqué dans la régulation de l’hepcidine lors de la NASH, 
l’expression de l’hepcidine devrait alors être réduite de moitié dans les souris Elavl-1alb/alb. 
 Le stress du RE est-il responsable de l’induction de l’hepcidine lors de la NASH ? 
Nos résultats démontrent que lors de la NASH, un stress du RE est accompagné d’une 
activation de la voie BMP-SMAD ainsi qu’une augmentation du niveau d’hepcidine, 
provoquant des dépôts de fer hépatiques. Ces résultats étant uniquement corrélatifs, la prochaine 
étape est de déterminer si le stress du RE est responsable de l’induction de l’hepcidine lors de 
la NASH. Afin de tester cette hypothèse, des inhibiteurs du stress du RE (4-PBA, TUDCA, 
berbérine) seront testés dans un modèle expérimental de NASH.  
 Tout d’abord nous testerons le 4-PBA (acide 4-Phenylbutyrique) qui est un médicament 
utilisé pour traiter les patients atteints de troubles du cycle de l’urée. Le 4-PBA a été suggéré 
dans plusieurs études comme étant une « protéine chaperonne chimique » qui aiderait au 
repliement des protéines dans le RE et préviendrait donc l’accumulation de protéines dans le 
RE [268]. Nous testerons également le TUDCA (acide tauroursodésoxycholique), qui est un 
acide biliaire tertiaire hydrophile endogène produit en faible quantité chez l'homme [269]. Le 
TUDCA inhibe la dissociation de la protéine chaperonne BiP de PERK pendant le stress du RE, 
ce qui empêche l'activation d’eIF2α et d’ATF4, suggérant que le TUDCA protège les cellules 
du stress du RE en régulant la liaison de BiP à PERK [265].  
Ces deux inhibiteurs du stress du RE seront administrés quotidiennement aux souris 
nourries avec un régime contrôle ou MCD. Dans un premier temps, nous vérifierons si ces 
composés inhibent le stress du RE lors de la NASH et l’impact de l’inhibition du stress du RE 




de ces composés, nous étudierons les conséquences de ce traitement sur le développement de 
la NASH. En plus de nous permettre de déterminer une relation de cause à effet entre le stress 
du RE et l’induction de l’hepcidine dans la NASH, ces résultats nous indiqueront si l’inhibition 
du stress du RE est une stratégie thérapeutique envisageable pour le traitement de la NASH. 
 Stratégies thérapeutiques envisagées pour inhiber l’hepcidine et les dépôts de fer 
dans la NASH 
 Cette étude nous a permis de mieux comprendre les mécanismes à l’origine des dépôts de 
fer hépatique chez les patients atteints de NAFLD, ce qui offre de nouvelles perspectives de 
stratégies thérapeutiques en normalisant l’expression de l’hepcidine à celle de sujets sains, et 
en limitant ainsi les dépôts de fer et la progression de la maladie. En effet, cibler la voie BMP-
SMAD ou la protéine HuR sont des stratégies envisageables. Comme précédemment montré 
pour le traitement de l'anémie de l’inflammation, la voie BMP-SMAD pourrait être inhibée par 
des médicaments ciblant les récepteurs BMP, comme des composés dérivés du LDN [201] ou 
le Momelotinib [270], ou en trappant les ligands BMP avec la molécule HJV.Fc [201]. De plus, 
des petites molécules inhibitrices ainsi que des SiRNA sous forme médicamenteuse dirigés 
contre HuR [271, 272] sont actuellement en développement pour réduire son activité. Ces 
molécules pourraient donc être également efficaces pour normaliser l’expression de l'hepcidine. 
De manière intéressante, cette étude a mis en évidence le rôle clé de la matriptase-2 dans la 
régulation de l'hepcidine. Par conséquent, les approches thérapeutiques conçues pour prévenir 
l'inhibition de la matriptase-2 pourraient normaliser l'expression de l'hepcidine et puisque la 
matriptase-2 est spécifiquement exprimée dans les hépatocytes, elles cibleraient uniquement ce 
type de cellules et limiteraient ainsi les effets secondaires associés à la thérapie. Ces approches 














Partie 2 : Nouvelle stratégie 
thérapeutique pour les patients atteints 












Article 2 : 
LJ000328, a novel ALK2/3 kinase inhibitor, represses hepcidin and 
significantly improves the phenotype of IRIDA 
Audrey Belot, Ophélie Gourbeyre, Alexis Fay, Anais Palin, Céline Besson-Fournier, 
Chloé Latour, Corey R Hopkins, George F Tidmarsh, Hélène Coppin, Marie-Paule Roth, 
Matthew R Ritter, Charles C Hong, Delphine Meynard 
I. Introduction 
La matriptase-2 est une protéase à sérine exprimée principalement à la surface des 
hépatocytes. Cette protéine régule l’homéostasie martiale en inhibant l’expression de 
l’hepcidine [171, 172]. Chez l’homme, des mutations dans le gène codant la MT2 (TMPRSS6) 
causent l’IRIDA [188], dans laquelle la perte de fonctionnalité de la MT2 induit une production 
accrue d’hepcidine entrainant une carence en fer sévère et provoquant une anémie microcytaire 
et hypochromique importante. Cette maladie récessive autosomale est rare (environ 100 patients 
dans le monde), bien que le nombre de patients soit probablement sous-estimé [189, 190]. Chez 
ces patients, le traitement de fer par voie orale est peu efficace et les injections intraveineuses 
de fer ne corrigent que partiellement leur anémie [193]. En effet, les globules rouges sénescents 
sont recyclés par les macrophages, or chez ces patients le niveau d’hepcidine est anormalement 
élevé ce qui conduit à la dégradation et à l’inhibition de la FPN dans les macrophages. Le fer 
est alors piégé à l’intérieur des macrophages et n’est pas disponible pour l’érythropoïèse. Du 
fer est alors de nouveau nécessaire pour l’érythropoïèse impliquant de nouvelles injections 
intraveineuses de fer aux patients. De plus, ces injections soulèvent des questions de sécurité 
telles que le risque d’infection ou encore l’installation d’un stress oxydatif. De nouvelles 
approches thérapeutiques sont donc nécessaires pour les patients IRIDA. 
La MT2 régule l’hepcidine via l’inhibition de la voie BMP-SMAD. La perte de 
fonctionnalité de la MT2 active anormalement cette voie et augmente l’expression de 
l’hepcidine. De façon intéressante, la délétion de Bmp6 dans un modèle murin d’IRIDA (souris 
Tmprss6-/-), diminue l’activation de la voie Bmp-Smad et donc le niveau d’hepcidine 
anormalement haut, corrigeant ainsi l’anémie microcytaire [148]. Diminuer l’activation de la 










de l’IRIDA. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons testé un nouvel inhibiteur des BMPR-I, 
Alk3 et Alk2, le LJ000328 dérivé du LDN193189, dans un modèle murin d’IRIDA. Cet 

















Figure 33 : Structure et spécificité de l’inhibiteur LJ000328 
(A) Structure chimique du LJ000328. (B) Le potentiel inhibiteur du LJ000328 a été mesuré in 
vitro par mesure de l’activité kinase des récepteurs des BMP, du TGFβ, et des activines. (C) 
Des rats mâles Sprague-Dawley injectés avec du LJ000328 ont été ponctionnés à la veine 
jugulaire (JVC) ou à la veine porte (PVC) afin de mesurer la concentration de LJ000328 
présente dans ces veines.  Les moyennes des concentrations de LJ000328 présentes dans la JVC 










1. Le composé LJ000328 inhibe spécifiquement la voie Bmp-Smad dans le foie 
 Le LDN-193189 [199] et la dorsomorphine [198], sont deux molécules qui inhibent la 
kinase des BMPR de type I, et par conséquent, l’expression de l’hepcidine. Cependant, bien 
que la dorsomorphine et le LDN-193189 soient des outils précieux pour l’inhibition de 
l’expression de l’hepcidine, leur manque de spécificité ne permet pas leur utilisation pour des 
tests cliniques, en particulier pour des traitements à long terme [200]. Le LJ00328 (Figure 33A) 
est un dérivé du LDN-193189 inhibant les récepteurs BMP de type I dont les propriétés 
pharmacodynamiques ont été améliorées in vivo.  
 Dans un premier temps, la spécificité du composé LJ000328 vis-à-vis de différents 
récepteurs a été déterminée par un dosage de l’activité kinase de ces récepteurs in vitro. Le 
LJ000328 inhibe ALK2 et ALK3 avec des IC50 à 10,9nM et inférieures à 5,1nM respectivement 
(Figure 33B). A ces faibles concentrations seuls ces deux récepteurs sont inhibés, la voie du 
TGF-β ne sera donc pas impactée par le traitement avec ce composé. Le LJ000328 est donc très 
sélectif des récepteurs ALK3 et ALK2, tous deux impliqués dans la régulation de l’hepcidine 
[107]. De plus, la sélectivité du LJ000328 pour les voies BMP-SMAD et TGF-β/activine a été 
testée dans le poisson zèbre. Les dérégulations dans l’une de ces voies génèrent des défauts 
embryonnaires alors que la perturbation de plusieurs voies simultanément entraine la mort 
rapide de l’embryon [200]. De plus, les effets non-spécifiques des composés peuvent être 
évalués par leur effet sur l'angiogenèse. En effet, la dorsomorphine et le LDN provoquent une 
létalité à 20 µM et des défauts vasculaires profonds à 3 µM [200]. En revanche, LJ000328, qui 
a été spécifiquement conçu pour inhiber ALK2 et ALK3, n'a eu aucun effet dans les embryons 
de poisson zèbre, même à 50 µM. 
 Ensuite, nous avons vérifié que le LJ000328 ciblait principalement le foie. La voie Bmp-
Smad étant ubiquitaire, il est important que le LJ000328 soit sélectif du foie pour pouvoir 
l’utiliser comme traitement. Afin de tester cela, des rats WT ont été injectés avec le LJ000328 
puis la concentration de ce composé a été évaluée dans la veine jugulaire ou dans la veine porte. 
Ce composé est retrouvé avec une concentration deux fois plus élevée dans la veine porte par 
rapport à celle retrouvée dans la concentration systémique (Figure 33C), ce qui devrait prévenir 
les effets secondaires dans les tissus extra-hépatiques.  
 Le LJ000328 est un inhibiteur spécifique des récepteurs ALK3 et ALK2 ciblant 










Des souris C27Bl/6J WT (8-10 souris/groupe) injectées avec du mock (gris) ou du LJ000328 
ont été sacrifiées 2h, 6h et 15h post-injection puis comparées aux souris injectées avec du mock 
(gris). Différents paramètres de ces souris ont été analysés pour (A) l’expression protéique 
hépatique relative de P-Smad5 par rapport à Smad5 ; (B) l’expression de l’ARNm Hamp dans 
le foie ; (C) le fer sérique ; (D) le coefficient de saturation de la transferrine ; (E) l’expression 
de l’ARNm Serpine1 dans le foie. Des souris délétées pour Bmpr1a spécifiquement dans les 
hépatocytes (Bmpr1aalb/alb) (7 souris/groupe) injectées avec du LJ000328 ont été sacrifiées 2h 
après injection et ont été comparées aux souris injectées avec du mock (vert foncé). 
L’expression de l’ARNm Hamp a été mesurée dans le foie (F). Les moyennes des ∆Cts ont été 
comparées par une ANOVA one-way suivie d’un test de comparaison multiple de Sidak (A, B, 
C, D, E) ou par le test t de Student (F). *, p<0,05 ; **, p<0,01 ; ***, p<0,001 ****, p<0,0001. 
 
2. In vivo, Le composé LJ000328 inhibe la voie Bmp-Smad spécifiquement 
ainsi que l’expression de l’hepcidine 
Ce composé a été développé dans le but d’inhiber l’expression de l’hepcidine in vivo. 
Tout d’abord, nous avons testé son efficacité dans des souris WT. Pour cela, des souris sauvages 
C57Bl/6J ont reçu une injection intrapéritonéale de LJ000328 ou son mock puis ont été 
sacrifiées 2h, 6h et 15h après injection. Le LJ000328 est dilué dans une solution de 2-
Hydroxypropyl-β-cyclodextrin, le mock correspond à cette solution seule. Le LJ000328 inhibe 
la voie Bmp-Smad dans le foie jusqu’à 6h post-injection (Figure 34C), entrainant une 
diminution de l’hepcidine de 83.3% 6h après injection (Figure 34B). Cette diminution 
d’hepcidine conduit à une augmentation de fer sérique (Figure 34C) et de la saturation de la 
transferrine (Figure 34D), deux paramètres à corriger pour le traitement de l’IRIDA. 
 La non-spécificité de la dorsomorphine [198] et du LDN-193189 [199] vis-à-vis des 
récepteurs BMPs ne permet pas leur utilisation pour des tests cliniques chez l’homme. Nous 
avons donc vérifié in vivo que la voie du Tgf-β n’était pas inhibée par le LJ000328. Pour cela, 
l’expression de la Serpine1 (Pai1), un gène cible de la signalisation Tgf-β, a été mesurée dans 
le foie et montre que la voie du Tgf-β n'a pas été réprimée par le traitement. De plus, l'injection 
de LJ000328 chez des souris délétées pour Bmpr1a spécifiquement dans les hépatocytes n'a pas 
supprimé davantage l'hepcidine. Ces résultats confirment la sélectivité de LJ000328 pour Alk3 
par rapport à la signalisation Tgf-β in vivo (figure 34E et F). 
 In vivo, le LJ000328 inhibe spécifiquement Alk3 ce qui inhibe la voie Bmp-Smad et 







Figure 35 : L’injection de LJ000328 pendant 2h à des souris Tmprss6-/- mâles et femelles 
est efficace pour inhiber l’hepcidine 
Des souris mâles (A et B ; 3 souris/groupe) et femelles (C et D ; 3 souris/groupe) Tmprss6-/- 
injectées avec du LJ000328 (bleu ou rose) ont été sacrifiées 2h après injection et comparées 
aux souris injectées avec du mock (gris ou noir). Les foies des souris ont été analysés pour (A 
et C) l’expression protéique relative de P-Smad5 par rapport à Smad5 ; (B et D) l’expression 
de l’ARNm Hamp. Les moyennes des ∆Cts ont été comparées par le test t de Student.  









3. Le LJ000328 diminue l’expression de l’hepcidine et corrige la carence en 
fer dans un modèle murin d’IRIDA  
L’injection du composé LJ000328 inhibe efficacement l’hepcidine chez des souris WT, 
et ce composé ayant été développé dans un but thérapeutique, nous avons testé son efficacité 
dans un modèle murin d’IRIDA, les souris Tmprss6-/-. Ces souris ont une voie Bmp-Smad 
constitutivement activée dans le foie, conduisant à un niveau anormalement élevé d’hepcidine. 
Afin de déterminer si le LJ000328 pouvait inhiber la voie Bmp-Smad, et par conséquent, 
l’expression de l’hepcidine, des souris Tmprss6-/-, mâles et femelles, ont reçu une injection de 
LJ000328 et ont été sacrifiées 2h après injection. Comme présenté dans l’introduction (chapitre 
II.3.6), il existe un dimorphisme sexuel de la régulation du métabolisme du fer, c’est pourquoi 
ce composé a été testé chez les mâles et les femelles. De manière prometteuse, l’injection de 
LJ000328 aux souris Tmprss6-/- inhibe la voie Bmp-Smad (Figure 35A et C), et diminue 
l’expression de l’hepcidine (Figure 35B et D) dans le foie dès 2 heures post-injection, à la fois 
chez les mâles (Figure 35A et B) et chez les femelles (Figure 35C et D).  
Ces résultats suggèrent qu’une administration de LJ000328 à plus long terme pourrait 
diminuer la production excessive d’hepcidine en absence de MT2 et corriger en partie l’anémie 







Figure 36 : Le LJ000328 inhibe l’expression de l’hepcidine et améliore l’anémie des souris 
Tmprss6-/-. 
Des souris mâles Tmprss6-/- (5 souris/groupe) ont été injectés avec du LJ000328 (rose) deux 
fois par jour pendant 7 semaines et comparées avec les souris Tmprss6-/- injectées avec le mock 
(violet). Les souris ont été caractérisées pour (A) l’alopécie ; dans le foie pour (B) l’expression 




l’expression de l’ARNm Serpine1 ; dans le sang pour (E) le contenu en fer sérique ; (F) le 
coefficient de saturation de la transferrine. Les moyennes ont été comparées par le test t de 
Student. **, p<0,01. 
 
Sur la base de ces résultats et afin de corriger l’anémie des souris Tmprss6-/-, nous les 
avons traitées avec le LJ000328 pendant plusieurs semaines. Pour cela, nous avons injecté deux 
fois par jour les souris Tmprss6-/- avec la molécule LJ000328 pendant 7 semaines. Au terme de 
ce traitement, l’alopécie caractéristique des souris Tmprss6-/- a disparu (Figure 36A). Sachant 
que l’injection sous-cutanée de fer dextran à des souris Tmprss6-/- corrige l’alopécie de ces 
animaux, l’absence d’alopécie après traitement avec le LJ000328 nous suggérait que la carence 
en fer était corrigée [172]. La caractérisation de ces souris a montré que le LJ000328 inhibe la 
voie Bmp-Smad (Figure 36B) et l’expression de l’hepcidine (Figure 36C) dans le foie. Chez 
ces souris, le LJ000328 n’inhibe pas la voie du TGFβ (Figure 36D), et est donc spécifique de 
la voie Bmp-Smad. Ces résultats suggèrent que la diminution du niveau d’hepcidine a permis 
une absorption plus importante de fer au niveau du duodénum, la FPN présente dans les 
entérocytes du duodénum n’étant plus dégradée ou inhibée par l’hepcidine. Ceci conduit à une 
forte augmentation du contenu en fer sérique (Figure 36E) et de la saturation de la transferrine 
(Figure 36F) des souris Tmprss6-/- injectées avec le LJ000328 par rapport au mock. De plus, 
l’absorption massive de fer a partiellement corrigée l’anémie causée par l’absence de MT2. En 
effet, le niveau d’EPO circulante diminue suite au traitement avec le LJ000328 (Figure 37A), 
et les paramètres hématologiques sont améliorés (Figure 37B à G) avec notamment une 
augmentation des taux d’hémoglobine, de l’hématocrite et du volume moyen des globules 
rouges. En revanche, les stocks de fer dans le foie ne sont pas rétablis après le traitement (Figure 
37H).  
Le LJ000328 est efficace pour corriger l’anémie et a pour but de traiter les patients 
atteints d’IRIDA, nous avons donc vérifié que le traitement était bien toléré et n’induisait pas 
d’anormalités. Aucune perte de poids (Figure 38B), d’inflammation (Figure 38C) et de fibrose 
(Figure 38D et E) dans le foie n’a été détectée. Sur le plan histopathologique, aucune 
anormalité, telles qu’une nécrose, inflammation ou fibrose, n’a été observé dans le foie, la rate, 
le cœur ou les reins après le traitement (Figure 38D).  
Le LJ000328 permet d’inhiber l’expression de l’hepcidine et ainsi de corriger, en partie, 





Figure 37 : Le LJ000328 améliore l’anémie présente d’un modèle murin d’IRIDA 
Des souris mâles Tmprss6-/- (5 souris/groupe) ont été injectés avec du LJ000328 (rose) deux 
fois par jour pendant 7 semaines et comparées avec les souris Tmprss6-/- injectées avec le mock 
(violet). Les souris ont été caractérisées pour (A) l’EPO sérique ; leurs paramètres 
hématologiques (B) la concentration d’hémoglobine (Hb), (C) l’hématocrite (HCT), (D) le 
volume moyen cellulaire (MCV), (E) les globules rouges, (F) les globules blancs, (G) les 
plaquettes ; (H) le contenu hépatique en fer. Les moyennes des mocks et LJ000328 ont été 









Des souris mâles Tmprss6-/- (5 souris/groupe) ont été injectées avec du LJ000328 (rose) deux 
fois par jour pendant 7 semaines et comparées aux souris Tmprss6-/- injectées avec le mock 
(violet). Différents paramètres ont été analysés (A) le poids des souris, (B) l’expression 
hépatique de Crp ; (C) l’expression hépatique de Col1a ; (D) coupes histologiques de foie, de 
rate, de cœur et de rein colorées par H&E. 
 
Figure 39 : L'administration par voie orale du LJ000328 inhibe l'expression de l'hepcidine 
Des souris C57Bl/6J (3 souris / groupe) ont reçues par un gavage unique le mock ou l’inhibiteur 
LJ000328 et ont été sacrifiées 4h plus tard. L’expression de l’hepcidine a été analysée dans le 
foie de ces souris. Les moyennes des ∆Cts du mock et du LJ000328 ont été comparées par le 






4. L’administration du LJ000328 par voie orale inhibe l’expression de 
l’hepcidine dans le foie 
Cette molécule a été développée dans le but, à terme, de traiter les patients atteints d’IRIDA. 
Son efficacité pour diminuer l’expression de l’hepcidine et corriger en partie l’anémie a été 
démontrée dans un modèle expérimental d’IRIDA dans les expériences précédentes. 
L’administration par voie orale de cette molécule permettrait d’améliorer la qualité de vie des 
patients. Le potentiel inhibiteur peut varier selon le mode d’administration, nous avons donc 
vérifié que le LJ000328 était efficace pour inhiber l’expression de l’hepcidine après 
administration par voie orale. En effet, cette molécule pourrait être dégradée dans le tube 
digestif, ne pas traverser la barrière intestinale et ne pas atteindre le foie. Pour répondre à cette 
question, des souris WT ont été gavées avec le mock ou le LJ000328 et ont été sacrifiées 4h 
plus tard. L’administration par voie orale du LJ000328 inhibe fortement l’expression de 
l’hepcidine (Figure 39). Ce composé étant efficace par voie orale pour inhiber l’hepcidine dans 
le foie, il pourrait donc être administré par voie orale lors d’un potentiel traitement.  
L’administration par voie orale se fait par gavage. Or, le LJ000328 a été administré deux 
fois par jour durant 7 semaines. Des gavages répétés pendant 7 semaines auraient entrainés une 
irritation de l’œsophage, voire une inflammation, et auraient provoqués un mal être des animaux 
et de possibles biais dans les résultats. C’est pour cette raison que le LJ000328 n’a pas été 
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The LJ000328 compound was synthesized with >99.9% purity in the form of HCL salt (Figure 
1A). Full details of its synthesis and characterization will be detailed elsewhere. In vitro kinase 
reactions were carried out by Reaction Biology (Malvern, PA) using purified human enzymes1. 
 
Mouse studies 
Wild-type and Tmprss6-/- mice (7-8 week-old) used in this study were all on a C57BL/6J 
background. They were given free access to tap water and standard laboratory mouse chow 
diet (180 mg iron/kg; SSNIFF, Soest, Germany). LJ000328 (20mg/kg; diluted in 2-
Hydroxypropyl-β-cyclodextrin solution (45 % (w/v) in H2O) was administered by 
intraperitoneal injections. Mock-injected mice received the same volume of 2-Hydroxypropyl-
β-cyclodextrin solution.  
8‐week‐old male wild-type mice on a C57BL/6J genetic background received, by oral 
gavage, 150 µl of LJ000328 (20mg/kg; diluted in 2-Hydroxypropyl-β-cyclodextrin solution (45 % 
(w/v) in H2O)) or 2-Hydroxypropyl-β-cyclodextrin solution (45 % (w/v) in H2O) and were 
sacrificed after 4 hours. 
Hematological parameters were assessed at sacrifice on a CELL-DYN Emerald system 
(Abbott, Lake Forest, IL). Mice were used in our studies under the guidelines and protocols 
approved by the Midi-Pyrénées Animal Ethics Committee. 
Quantitative real-time PCR 
Total RNA was isolated using UPzol lysis reagent (biotechrabbit, Hennigsdorf, Germany). 
First-strand cDNA synthesis was performed using MMLV-RT (Promega, Madison, WI). 
Quantitative real-time PCR were performed as previously described2, with the primers listed in 
supplementary Table S1. 
Western blot analysis 
Protein extraction and western blot analysis were performed as previously described2. 
Briefly, livers were homogenized in lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl, 5mM 
EDTA, pH 8, 0.1% NP-40). Equal amounts of proteins were subjected to SDS-PAGE and 
transferred to nitrocellulose membranes. Blots were incubated overnight at 4qC with a rabbit 
anti-phospho-Smad5 antibody (Epitomics, Burlingame, CA). Membranes were then stripped 
and reprobed with a rabbit anti-Smad5 antibody (Epitomics). 
Quantitative Iron Measurement 
Transferrin saturation was deduced from serum iron and latent iron-binding capacity 
values (Biolabo, Maizy, France). 
Serum sample analysis 
Serum alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), lactate 
dehydrogenase (LDH) and creatinine were determined using a COBAS-MIRA+ biochemical 
analyzer (Anexplo facility, Toulouse, France).  
Serum erythropoietin levels were measured using the mouse EPO Quantikine set (R&D 
Systems, Minneapolis, MN) according to the manufacturer’s instructions 
Histology 
Organ samples were fixed in 4% buffered formalin, embedded in paraffin, and sliced into 
5-μm sections, then deparaffinized, rehydrated, and stained with hematoxylin. 
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Supplementary Figure S1. LJ000328 treatment inhibits Bmp-Smad signaling and promotes 
iron absorption. WT C57BL/6 male mice injected with LJ000328 (blue boxes) (8-10/group) 
were sacrificed 2, 6, and 15 hours after injection and compared to mock-injected mice (grey 
boxes). Mice were analyzed for liver (A) Id1 and (B) Smad7 mRNA expression, (C) serum iron 
content, (D) transferrin saturation Box-and-whisker plots are shown for Id1 and Smad7, and 
means ± SEM are shown for iron parameters. Mean values were compared by ANOVA 
followed by Sidak’s multiple comparison tests. ****P < .0001; ***P < .001; **P < .01; *P < .05 
Supplementary Figure S2. LJ000328 does not modulate Bmp type I, type II and activin 
receptor mRNA expression. (A-F) WT C57BL/6 male mice injected with LJ000328 (blue boxes) 
(8-10/group) were sacrificed 2, 6, and 15 hours after injection and compared to mock-injected 
mice (grey boxes). Mice were analyzed for Bmpr1a, Acvr1, Bmpr1b, Bmpr2, Acvr2a and Acvr2b 
liver mRNA expression. (G-L) Tmprss6-/- mice were injected with LJ000328 (pink boxes) (n=5) 
for 7 weeks and compared with mock-injected mice (purple boxes) (n=5). Mice were 
characterized for liver Bmpr1a, Acvr1, Bmpr1b, Bmpr2, Acvr2a and Acvr2b liver mRNA 
expression. ΔCts are shown as box-and-whisker plots. Mean values were compared by ANOVA 
followed by Sidak’s multiple comparison tests (A-F) or by Student’s t-tests (G-L). 
Supplementary Figure S3. LJ000328 injection suppresses Bmp-Smad signaling in Tmprss6-
/- mice after 2hrs. Tmprss6-/- male mice injected with LJ000328 (blue boxes) (n=3) were 
sacrificed 2 hours after injection and compared to mock-injected mice (grey boxes) (n=3). Mice 
were analyzed for liver (A) Id1 mRNA expression, and (B) Smad7 mRNA expression. Box-and-
whisker plots are shown for Id1 and Smad7 ΔCts. Mean ΔCt values were compared by 
Student’s t-tests. *P < .05 
Supplementary Figure S4. LJ000328 chronic treatment inhibits Bmp-Smad signaling in 
Tmprss6-/- mice. Tmprss6-/- mice were injected with LJ000328 (pink boxes) (n=5) for 7 weeks 
and compared with mock-injected mice (purple boxes) (n=5). Mice were characterized for (A) 
alopecia, and liver (B) pSmad-5 relative to total Smad5 protein expression, (C) Id1 mRNA 
expression, (D) Smad7 mRNA expression and (E) serum EPO level. For comparison, black boxes 
indicate levels measured in WT littermate mice. Box-and-whisker plots are shown for Id1, and 
Smad7 ΔCts. For EPO measurement, results are expressed as mean ± SEM Mean. Mean values 
were compared by Student’s t-tests. ***P < .001; **P < .01; *P < .05 
Supplementary Figure S5. LJ000328 treatment does not induce toxicity in mice. Tmprss6-
/- mice were injected with LJ000328 (pink boxes) (n=5) for 7 weeks and compared with mock-
injected mice (purple boxes) (n=5). Mice were characterized for (A) weight, serum (B) alanine 
aminotransferase (ALT), (C) aspartate aminotransferase (AST), (D) creatinine, (E) lactate 
dehydrogenase (LDH), liver (F) Crp mRNA expression, (G) Col1a1 mRNA expression and (H) 
Col4a1 mRNA expression. Mean ± SEM are shown for weight, ALT, AST, LDH and creatinine 
and box-and-whisker plots are shown for Crp, Col1a1, and Col4a1 ΔCts, and. Mean values were 
compared by Student’s t-tests.  
Supplementary Figure S6. LJ000328 treatment does not promote liver abnormality. 
Tmprss6-/- mice were injected with LJ000328 for 7 weeks and compared with mock-injected 
mice. Liver sections stained with H&E. Original magnification ×14 
Supplementary Figure S7. LJ000328 treatment does not promote spleen abnormality. 
Tmprss6-/- mice were injected with LJ000328 for 7 weeks and compared with mock-injected 
mice. Spleen sections stained with H&E. Original magnification ×7 
Supplementary Figure S8. LJ000328 treatment does not promote heart abnormality. 
Tmprss6-/- mice were injected with LJ000328 for 7 weeks and compared with mock-injected 
mice. Heart sections stained with H&E. Original magnification ×9 
Supplementary Figure S9. LJ000328 treatment does not promote kidney abnormality. 
Tmprss6-/- mice were injected with LJ000328 for 7 weeks and compared with mock-injected 
mice. Kidney sections stained with H&E. Original magnification ×8 
Supplementary Figure S10. LJ000328 reduces liver hepcidin expression after oral 
administration. WT C57BL/6 male received a single dose of LJ000328 (blue box; n=3) or 2-
Hydroxypropyl-β-cyclodextrin solution (black box; n=3) by oral gavage and were sacrificed 4 
hours later. Mice were analyzed for liver Hamp mRNA expression. Box-and-whisker plots are 
shown Hamp ΔCts. Mean values were compared by Student’s t-test (F). ***P < .001 
Supplementary Table 1. Primer sequences 
Supplementary Table 2. Selectivity of LJ000328 and LDN-193189 for different kinases 
























Les patients atteints d’IRIDA présentent une carence en fer, et par conséquent, une 
anémie, causée par une production accrue d’hepcidine due à la perte de fonctionnalité de la 
MT2. Ces patients sont traités par injection intraveineuse de fer. Cependant ce traitement est 
contraignant et pose des problèmes de sécurité (risques d’infection). Le développement de 
nouvelles thérapies est donc essentiel pour ces patients. 
Nous avons montré dans cette étude que la petite molécule LJ000328, un nouvel 
inhibiteur de kinase, est un composé très prometteur pour le traitement des patients atteints 
d’IRIDA. En effet, il est très spécifique des récepteurs BMP par rapport au récepteurs au TGF-
β, ce qui évite les effets délétères de l’inhibition de la voie du TGFβ. Il est également retrouvé 
majoritairement dans le foie plutôt que dans la circulation systémique, ce qui limite l’inhibition 
de la voie Bmp-Smad, et donc les effets indésirables, dans d’autres organes. De plus, il ne 
provoque aucune toxicité après 7 semaines de traitements (fibrose, inflammation, nécrose) quel 
que soit l’organe (foie, rate, rein, cœur).  
Après seulement 7 semaines de traitement, les souris atteintes d’IRIDA ont une forte 
diminution de la voie Bmp-Smad et de l’expression de l’hepcidine dans le foie. La diminution 
du niveau d’hepcidine augmente l’expression de la FPN. Le fer est alors absorbé dans le 
duodénum et est disponible pour l’érythropoïèse, ce qui, par conséquent, améliore l’anémie des 
souris Tmprss6-/-. Bien que le niveau d'hémoglobine n'ait pas atteint celui observé chez les 
souris sauvages, l'augmentation de 1,7 g/dl observée ici est comparable à l'augmentation de 
l'hémoglobine obtenue après un traitement intraveineux de fer chez les enfants atteints d'IRIDA 
[273]. L’anémie n’est pas totalement corrigée par les 7 semaines de traitement ce qui implique 
que le fer absorbé est utilisé pour l’érythropoïèse, expliquant que les stocks de fer dans le foie 
ne sont pas restaurés. 
Un autre avantage de ce composé est que, compte tenu de son faible poids moléculaire, 
le LJ000328 traverse facilement la barrière intestinale pour atteindre le foie et est actif lorsqu'il 
est administré par voie orale. Ceci est avantage pour les patients car une administration par voie 
orale est moins contraignante et pratique. D’autres thérapies ont été testées pour inhiber 
l’expression de l’hepcidine lors de l’IRIDA, notamment des anticorps anti-hémojuvéline[274]. 




efficacement que le LJ000328. Le LJ000328 présente l’avantage de pouvoir être administré aux 
patients par voie orale alors que les anticorps anti-HJV sont administrés par voie intraveineuse. 
La prochaine étape concernant ce composé est de tester sa sécurité à plus long terme.  
Afin de corriger totalement l’anémie présente dans l’IRIDA, il serait également 
intéressant d’envisager dans un premier temps un co-traitement avec le LJ000328 et du fer, par 
voie orale et non par voie intraveineuse, puis un traitement avec le LJ000328 seulement. 
L’inhibition de l’hepcidine par le LJ000328 rend possible l’absorption intestinale de fer. 
L’association de fer par voir orale au LJ000328, permettrait de corriger plus rapidement 
l’anémie. Une fois les stocks de fer rétablis dans l’organisme et afin de ne pas surcharger les 
patients en fer, seul le traitement par le LJ000328 serait nécessaire afin de normaliser le niveau 
d’hepcidine et de permettre l’absorption journalière de fer ainsi que le recyclage du fer par les 
macrophages. 
Ce traitement peut également être envisagé pour les patients atteints d’anémie associée à 
une augmentation du niveau d’hepcidine, comme dans les maladies chroniques du rein, le 
cancer et l’anémie de l’inflammation. La carence en fer, et par conséquent l’anémie de ces 
patients, sont traitées avec du fer, par voie orale ou intraveineuse, en combinaison ou non avec 
des agents stimulants l’érythropoïèse. Cependant ces traitements augmentent le risque de 
réactions allergiques et de septicémie, pouvant même provoquer des complications cérébro-
cardiovasculaires [202]. Les effets indésirables de ces traitements montrent l’importance de 
développer de nouvelles stratégies thérapeutiques non seulement pour les patients atteints 
d’IRIDA mais aussi pour les patients atteints d’anémie associée à une augmentation du niveau 
d’hepcidine. Le LJ000328 pourrait être une alternative à ces traitements pour inhiber 
l’expression de l’hepcidine et corriger l’anémie des pathologies dans lesquelles sont associées 






















Dans ce travail, la première étude nous a permis de clarifier la régulation de l’hepcidine 
lors d’un stress du réticulum endoplasmique et lors de la NAFLD/NASH. En effet, nous avons 
démontré que l’induction de l’hepcidine dans ces contextes est due à deux mécanismes 
complémentaires. Le premier correspond à l’activation de la voie Bmp-Smad via l’inhibition 
de la MT2. Le second mécanisme est la stabilisation de l’ARNm de l’hepcidine via la fixation 
de la protéine HuR sur le 3’-UTR de son ARNm. Cette augmentation d’expression de 
l’hepcidine est associée à des dépôts de fer hépatique dans un modèle expérimental de NASH. 
Le fer ayant été proposé comme un second hit dans la transition NAFLD/NASH, diminuer 
l’expression de l’hepcidine limiterait les dépôts de fer et pourrait potentiellement empêcher la 
progression de la NAFLD vers la NASH. 
La deuxième étude effectuée lors de ma thèse m’a permis de tester une nouvelle stratégie 
thérapeutique pour les patients atteints d’IRIDA, où l’absence de matriptase-2 entraine une 
activation de la voie BMP-SMAD et une production accrue d’hepcidine. Ce niveau d’hepcidine 
anormalement élevé induit une carence en fer et une anémie sévère. Le laboratoire 
pharmaceutique La Jolla Pharmaceutical a développé une nouvelle molécule, le LJ000328, 
inhibant spécifiquement Alk2 et Alk3. Le traitement durant quelques semaines des souris 
IRIDA avec ce composé permet une forte inhibition de l’hepcidine, améliorant 
significativement leur carence en fer et leur anémie de manière comparables aux injections 
intraveineuses de fer. Il est important de noter que, du fait de son faible poids moléculaire, le 
LJ000328 est efficace par voie orale. Cette thérapie étant efficace et n’entrainant aucune 
toxicité, elle semble prometteuse pour les patients atteints d’IRIDA mais aussi pour les patients 
atteints d’anémie de l’inflammation.  
Mon travail de thèse a permis de mieux comprendre le mécanisme de régulation de 
l’hepcidine lors de la NASH et du stress du RE, et aussi de développer une stratégie 
thérapeutique inhibant l’expression de l’hepcidine. Cependant plusieurs questions doivent 








Figure 40 : Régulation transcriptionnelle et protéique de ELAVL1/HuR. 
Lors d’un stress, la voie des PI3K/AKT est activée, cette voie activant à son tour le facteur de 
transcription NF-κB. NF-κB se lie dans le promoteur d’ELAVL1 et induit sa transcription. Le 
stress peut également activer la voie BMP-SMAD, les protéines SMAD1/5/8 alors activées 
induisent la transcription de ELAVL1/HuR. Dans la majorité des cas, HuR est phosphorylé par 
différentes voies de signalisation (voie des MAPK, de l’AMPK, des PKC, CHK2), ce qui induit 
sa translocation du noyau vers le cytoplasme. Dans le cytoplasme, HuR peut se lier à ses ARNm 












I. Etude de la régulation de HuR et de sa potentielle implication 
dans diverses voies de régulation de l’hepcidine  
HuR étant impliqué dans la régulation de l’expression de l’hepcidine lors du stress du RE, 
il serait intéressant de déterminer sa régulation dans ce contexte afin de découvrir de nouvelles 
voies potentielles régulant l’expression de l’hepcidine. La transcription de HuR [262, 263, 266], 
ainsi que sa fonction stabilisatrice d’ARNm [156], sont régulées par différentes voies de 
signalisation cellulaire (Figure 40). 
1. Régulation de HuR 
Lors du stress du RE, l’expression transcriptionnelle de HuR est augmentée. 
Actuellement, la régulation transcriptionnelle de HuR n’est pas complètement comprise. La 
région 5’ du promoteur de HuR possède un site de liaison au facteur de transcription NF-κB. 
Plusieurs études ont suggéré que la voie de signalisation PI3K/AKT active le facteur de 
transcription NF-κB, induisant la transcription de HuR [262, 263]. 
Jeyaraj et al. ont montré que le 5’ de HuR possède des sites de liaison aux protéines 
SMAD1/5/8, et que l’activation de ces protéines augmente l’expression de HuR [266]. Lors du 
stress du RE ainsi que dans notre modèle murin de NASH, la voie BMP-SMAD est activée, les 
protéines SMAD1/5/8 pourraient donc être responsables de la régulation transcriptionnelle de 
HuR. Pour vérifier cette hypothèse, l’expression de HuR sera mesurée dans le foie des souris 
Bmpr1a-/-, où la voie BMP-SMAD est inactive. Si les protéines SMAD1/5/8 sont responsables 
de la régulation transcriptionnelle de HuR, une baisse de son expression devrait être observée 
dans les souris Bmpr1a-/- injectées avec de la Tm par rapport aux souris WT injectées avec de 
la Tm.  
En condition physiologique, HuR est majoritairement présent dans le noyau. Lors de 
différents stress, HuR transloque du noyau vers le cytoplasme pour stabiliser des ARNm cibles. 
La translocation de HuR dans le cytoplasme est principalement modulée via sa phosphorylation. 
HuR est activé par différentes protéines kinases, incluant des protéines de la voie des 
MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases), de l’AMPK (AMP-activated Kinase), de Chk2 
(Checkpoint kinase 2) et des PKC [156].  
La voie de signalisation activant HuR est dépendante du type cellulaire [155]. Dans les 
hépatocytes et en réponse aux acides gras, il a été montré que c’est la PKCδ qui phosphoryle 
HuR, ce qui induit alors sa translocation dans le cytoplasme et la stabilisation de l’ARNm de 




Puisque nous étudions la régulation de HuR dans les hépatocytes, et que les protéines 
PKC sont impliquées dans la phosphorylation de HuR dans ces cellules, il serait intéressant 
dans un premier temps d’évaluer l’implication des PKC dans l’activation de HuR lors du stress 
du RE. Pour tester cette hypothèse, nous inhiberons les PKC avec un inhibiteur à large spectre, 
le Gö6983, lors du stress du RE. Si l’hepcidine n’est pas induite lors du stress du RE quand les 
PKC sont inhibées, cela indiquera que ces protéines kinases sont responsables de l’activation 
de HuR dans ce contexte. 
En revanche, si les PKC ne sont pas impliquées dans l’activation de HuR lors du stress 
du RE, nous caractériserons la voie de signalisation impliquée dans la phosphorylation de HuR 
par le stress du RE. Pour cela, nous inhiberons les autres voies de signalisation, en utilisant le 
Composé C inhibant l’AMPK ou le SB203580 inhibant les MAPK par exemple. Si en présence 
d’un inhibiteur, l’expression de l’hepcidine n’est pas induite en réponse au stress du RE, cela 
nous indiquera la voie de signalisation responsable de l’activation de HuR dans ce contexte. 
2. Implication de HuR dans d’autres voies de régulation de l’expression de 
l’hepcidine 
HuR a été démontré comme stabilisant l’ARNm de l’hepcidine en réponse aux acides 
gras [157], et nous avons montré son implication dans la stabilisation de l’ARNm de l’hepcidine 
lors du stress du RE. Il serait intéressant de vérifier l’implication de HuR dans les autres voies 
de régulation de l’hepcidine, comme dans la régulation par le fer, l’inflammation ou 
l’érythropoïèse. L’activation de HuR, ainsi que sa translocation dans le cytoplasme, ont été 
montrées dans de nombreux modèles inflammatoires, notamment avec le LPS dans les cellules 
de Kupffer où les ARNm cibles de HuR, tels que le TNFα, sont stabilisés. Il serait donc 
intéressant d’étudier la stabilisation de l’ARNm de l’hepcidine dans différents modèles 
d’inflammations (infections, LPS) [156]. Le stress érythroïde pourrait, à l’inverse du stress du 
RE, diminuer l’expression de HuR et donc empêcher la stabilisation de l’ARNm de l’hepcidine. 
Grâce à des expériences de SiRNA dirigés contre HuR et des expériences de RNA-CLIP 
in vitro, nous pourrions évaluer si l’ARNm de l’hepcidine est stabilisé lors d’un traitement avec 
l’IL6 ou avec les BMPs.  
Si HuR stabilise l’ARNm de l’hepcidine dans d’autres voies de régulation de l’hepcidine, 
il serait intéressant de vérifier son implication dans différentes pathologies. Cibler HuR dans 




nouvelle cible thérapeutique pour les maladies caractérisées par une dérégulation du 
métabolisme du fer. 
II. Le fer est-il un facteur aggravant dans la transition NAFLD/NASH ? 
Des études cliniques ont montré que des dépôts hépatiques de fer sont un facteur de 
mauvais pronostic dans la NAFLD. De plus, un tiers des patients atteints de NAFLD présentent 
des dépôts de fer dans les hépatocytes et/ou dans les cellules du système réticulo-endothélial 
(RES) [223].  
Bien que controversé, le traitement de ces patients par phlébotomie diminue le fer 
hépatique et améliore les paramètres cliniques de la maladie, suggérant un rôle du fer dans la 
pathologie [232, 233]. Ces résultats étant uniquement corrélatifs, le prochain objectif de mon 
équipe est de montrer un lien direct entre les dépôts de fer et la progression de la maladie vers 
la NASH.  
Afin d’évaluer si les dépôts de fer constituent un facteur aggravant dans la transition de 
la NAFLD vers la NASH, des souris délétées spécifiquement pour le gène de la ferroportine 
(Fpn), dans les hépatocytes (FpnAlb/Alb) ou dans les macrophages (FpnLysM/LysM), seront utilisées. 
La ferroportine étant le seul exportateur de fer connu à ce jour, sa délétion entrainera une 
séquestration de fer dans les hépatocytes, ou dans les macrophages. D’autre part, le régime riche 
en graisse « High Fat Diet » (HFD) entraine seulement le développement d’une stéatose 
hépatique chez la souris sans jamais de progression de la maladie vers la NASH. En nourrissant 
les souris FpnAlb/Alb et FpnLysM/LysM avec ce régime pendant 16 semaines, nous pourrons 
observer si les souris présentant des dépôts de fer dans les hépatocytes ou dans les macrophages 
progressent ou non vers la NASH. Les mêmes paramètres que dans notre étude sur la NASH 
seront analysés (ballooning des hépatocytes, fibrose, ALT, AST, etc.). 
Ces expériences permettront de définir si le fer est facteur aggravant de la NAFLD mais aussi 












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































III. Trouver un modèle expérimental reproduisant les caractéristiques 
de la NASH 
L’un des enjeux dans l’étude sur la NASH est de trouver un modèle reproduisant toutes 
les caractéristiques de cette pathologie complexe. Plusieurs moyens existent pour induire la 
NASH : le régime riche en graisse (HFD), le régime carencé en méthionine et en choline 
(MCD), les modèles génétiques tels que les souris db/db… Le modèle utilisé dépend de la 
question de recherche adressée. Pour notre étude, il est essentiel que le modèle murin choisi 
soit caractérisé par une dérégulation de l’homéostasie martiale similaire à celle des patients 
NASH. Les caractéristiques de différents modèles murins de NAFLD/NASH, ainsi que leurs 
avantages et leurs limites sont présentés dans le tableau 2. 
1. Le régime HFD 
Concernant le métabolisme du fer dans le régime HFD, les résultats divergent selon les 
études, certains démontrant une activation du stress du RE et une induction de l’hepcidine avec 
ce régime [276], et d’autre démontrant l’inverse [277]. Ce régime n’induit pas de transition vers 
la NASH [275], et nous n’avons pas observé de dérégulation du métabolisme du fer avec ce 
régime. Les variations entre laboratoire avec ce régime pourraient provenir des statuts sanitaires 
des zootechnies qui diffèrent selon les laboratoires, ainsi que des fonds génétiques des souris 
utilisées. 
2. Le régime MCD 
Dans notre étude nous avons utilisé le régime MCD pour induire la NASH bien que ce 
modèle soit controversé. Sa courte durée et sa simplicité font que ce régime est le plus 
couramment utilisé dans les études sur la NASH. Les plus gros désavantages de ce modèle sont 
l’absence d’insulinorésistance et la perte de poids que génère le régime MCD chez la souris. En 
effet, après 4 semaines de régime MCD les souris perdent environ 20% de leur poids initial, et 
après 8 semaines 40% de leur poids, probablement à cause d’un état hypermétabolique.  
 
Du point de l’homéostasie martiale, le régime MCD reproduit parfaitement la dérégulation de 
l’hepcidine, et les dépôts de fer hépatiques chez la souris [275].  
3. Les souris db/db nourries avec un régime MCD  
Le régime MCD seul étant controversé, pour le développement de stratégie thérapeutique 




souris db/db ont une mutation dans le gène codant le récepteur à la leptine, elles ont donc un 
niveau normal de leptine mais sont résistantes à son effet. Ces souris sont obèses, 
insulinorésistantes et diabétiques. Bien que le MCD génère une perte de poids chez les souris 
db/db, ces souris restent obèses lors du régime MCD, elles possèdent alors les caractéristiques 
de la NASH associée à une dérégulation du métabolisme du fer. Un autre avantage de ce modèle 
est la rapidité de développement de la NASH, qui permet par exemple de tester des molécules 
thérapeutiques. 
4. Le régime « Western Diet » 
Ce régime consiste en un régime HFD dans lequel a été ajouté un surplus de cholestérol 
et de fructose. Dans ce régime, le contenu en cholestérol peut aller jusqu’à 2%, alors que le 
pourcentage de cholestérol communément utilisé dans les régimes est de l’ordre de 0,2% ce qui 
constitue déjà un pourcentage élevé pour des rongeurs. Ce régime conduit à une prise 
alimentaire accrue, à une insulinorésistance et une NASH associée à une fibrose après 6 mois 
de régime [275]. 
5. Les souris DIAMOND 
Les souris DIAMOND correspondent à un croisement de souris de fond génétique 
C57Bl/6J et de 129S1/SvImJ. Lorsque ces souris sont nourries avec un régime « Western diet » 
contenant 0,1% de cholestérol, et avec du fructose et du sucrose ajoutés à leur eau, elles 
développent une insulinorésistance, une NASH et une fibrose de stade 3 après 52 semaines de 
régime, et un hépatocarcinome. Bien que ce régime reproduit de nombreuses caractéristiques 
de la NASH, la durée de développement de la maladie est une limite majeure pour l’utilisation 
de ce modèle [275, 278]. 
 
Tous ces modèles murins présentent des avantages et des inconvénients et doivent être 
utilisés selon la question de recherche. Ainsi, pour tester différentes molécules thérapeutiques, 
mon équipe utilisera dans un premier temps le modèle db/db MCD. Ce modèle a l’avantage de 
reproduire de nombreuses caractéristiques de la NASH, et ce en quelques semaines. Ensuite, le 
modèle DIAMOND sera caractérisé en collaboration avec d’autres laboratoires afin d’étudier 
une éventuelle dérégulation du métabolisme du fer. Si nous retrouvons des perturbations du 
métabolisme martial dans ce modèle, il sera utilisé afin de confirmer le potentiel des molécules 





IV. Stratégies thérapeutiques envisageables pour inhiber l’hepcidine 
dans la NASH ou de l’IRIDA. 
 La NASH et l’IRIDA sont deux pathologies dans lesquelles un niveau anormalement 
élevé d’hepcidine est présent au regard de la quantité de fer présente dans l’organisme. Pour le 
développement de stratégie thérapeutique, la caractérisation du mécanisme d'induction de 
l'hepcidine dans la NAFLD revêt une grande importance car la prévention de la séquestration 
du fer dans les hépatocytes et les cellules de Kupffer pourrait retarder la progression de la 
NAFLD vers la NASH. Ainsi, la voie de signalisation de l’hepcidine pourrait être ciblée pour 
développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour les patients NAFLD/NASH. La 
normalisation de l’expression de l’hepcidine par des agents pharmacologiques serait une 
alternative intéressante à la phlébotomie, car elle entrainerait une réduction de son expression 
et donc une réduction des dépôts de fer dans les hépatocytes et les cellules de Kupffer, sans 
provoquer d’anémie. Cibler HuR, activer la MT2 ou inhiber la voie BMP-SMAD apparaissent 
comme des stratégies thérapeutiques prometteuses.  
1. Inhiber Alk3 
Afin d’empêcher les dépôts de fer hépatique lors de la NASH, le composé LJ000328 sera 
également testé pour inhiber la voie Bmp-Smad et l’expression de l’hepcidine dans ce contexte. 
La concentration du LJ000328 devra être déterminée lors de la NASH pour normaliser 
l’expression de l’hepcidine. Des souris db/db seront nourries avec un régime MCD et traitées 
avec le LJ000328. Les paramètres indicateurs de la NASH précédemment décrits (fibrose, 
infiltrat de cellules inflammatoires, ballooning, AST, ALT) seront analysés. 
2. Cibler BMP6 dans la NASH ou dans l’IRIDA 
 Cibler la protéine BMP6, impliquée uniquement dans le métabolisme du fer, est 
également une stratégie thérapeutique intéressante pour limiter l’expression de l’hepcidine en 
minimisant les effets indésirables dans d’autres organes. Afin de cibler BMP6, nous sommes 
en collaboration avec le laboratoire pharmaceutique Kymab qui nous a fourni un anticorps 
humanisé neutralisant anti-BMP6.  Nous avons tout d’abord tester son efficacité dans des souris 
en injectant des souris WT avec cet anticorps et en sacrifiant les souris 72 post-injection. Cet 
anticorps inhibe efficacement la voie Bmp-Smad (Figure 41A) et l’expression de l’hepcidine 





Figure 41 : In vivo, l’anticorps anti-BMP6 inhibe la voie Bmp-Smad et l’hepcidine. 
Des souris C57Bl/6 WT (3-5 souris/groupe) ont été injectées avec du PBS, un anticorps non 
relavant (IgG4), et un anticorps anti-BMP6 (Ac anti-BMP6) et sacrifiées 72h post-injection. 
L’expression relative de différents gènes dans le foie a été analysée (A) Id1, (B) Hamp. Les 
conditions IgG4 et Ac anti-BMP6 ont été comparées par test t de Student. *, p<0.05 ; ***, 
p<0.001 
Une injection de cet anticorps anti-BMP6 toutes les deux semaines suffit à inhiber 
l’hepcidine.  
L’anticorps anti-BMP6 pour le traitement de la NASH sera évalué dans un premier temps 
dans le modèle de souris db/db nourries avec un régime MCD. Le but étant de normaliser 
l’expression de l’hepcidine des souris NASH à celle observée dans les contrôles, différentes 
doses d’anticorps seront testées. En effet, si la dose d’anticorps est trop forte, cela entrainera 
une diminution des niveaux d’hepcidine et donc une augmentation de l’absorption intestinale 
de fer et possiblement des dépôts de fer. Une fois la dose d’anticorps anti-BMP6 définie, les 
souris db/db nourries avec un régime MCD seront traitées avec cette dose d’anticorps. Afin de 
vérifier les bénéfices de la normalisation de l’hepcidine chez ces souris, les différents 
paramètres de la NASH seront analysés. Si notre hypothèse est confirmée et que cette thérapie 
fonctionne, la normalisation de l’hepcidine devrait empêcher les dépôts de fer dans les cellules 
hépatiques et empêcher la transition de la NAFLD vers la NASH. 
Cet anticorps sera également testé dans le contexte de l’IRIDA chez des souris Tmprss6-
/-. Sa dose et sa durée d’efficacité seront évaluées chez ces souris afin de normaliser l’expression 




le potentiel inhibiteur du LJ000328 seront évalués, tels que l’inhibition de la voie Bmp-Smad 
et de l’expression de l’hepcidine dans le foie, la correction de la carence en fer et de l’anémie, 
la toxicité de cet anticorps. L’efficacité de cet anticorps sera comparée à celle du LJ000328 
pour le traitement de l’IRIDA. L’anticorps anti-BMP6 est administré par voie sous-cutanée, ce 
qui est plus contraignant que l’administration par voie orale du LJ000328. En revanche, 
l’anticorps anti-BMP6 permet de cibler spécifiquement le métabolisme du fer alors que 
LJ000328 est un inhibiteur des récepteurs BMP de type I, ces récepteurs étant ubiquitaires, bien 
que le LJ000328 cible principalement le foie. Ces deux thérapies présentent chacune des 
avantages et des limites et leur efficacité doivent être comparées in vivo. 
De plus cet anticorps anti-BMP6, comme le LJ000328, pourra être testé dans les autres 
types d’anémies associées à une augmentation du niveau d’hepcidine, notamment lors de 







Figure 42 : Stratégies ciblant HuR (adapté de [264]) 
HuR peut être ciblé par 3 méthodes : en inhibant l’expression de HuR avec des siRNA, en 
inhibant la translocation de HuR par le MS-44, ou en inhibant la liaison entre HuR et ses ARNm 
cibles avec les molécules CMLD-2 ou DHTS. 




3. Cibler HuR dans la NASH et l’IRIDA 
 Nous avons démontré que HuR stabilise l’ARNm de l’hepcidine lors du stress du RE, 
mais lors de la NAFLD, HuR stabilise les ARNm d’autres gènes, tels que C/EBPβ dans le foie 
et le tissu adipeux, et APOA4, dans le foie. La stabilisation de ces ARNm augmenterait 
l’inflammation, la fibrose et le stress oxydatif dans le foie, et la synthèse de triglycéride dans le 
tissu adipeux conduisant à l’obésité. Cependant d’autres travaux démontrent un effet protecteur 
de HuR. Il régulerait le transport de cholestérol en stabilisant l’ARNm codant le récepteur des 
LDL dans le foie ce qui diminuerait le LDL cholestérol dans la circulation, mais aussi l’ARNm 
de l’ATGL (Adipose triglycéride lipase) dans le tissu adipeux, qui est une enzyme impliquée 
dans la lipolyse en convertissant les triglycérides en diacylglycérol [156].  
 Dans l’IRIDA, la voie BMP-SMAD est activée de manière constitutive induisant une 
forte expression de l’hepcidine. HuR pourrait également être responsable de la forte expression 
de l’hepcidine dans ce contexte, en stabilisant l’ARNm de l’hepcidine. Cibler HuR pourrait 
permettre de réduire l’expression de l’hepcidine et de corriger l’anémie. 
 Pour inhiber HuR, plusieurs approches ont été développées, en inhibant son expression 
avec des siRNA dirigés contre l’ARNm de HuR,  en inhibant sa translocation avec de petites 
molécules inhibitrices,  et avec des molécules ciblant la liaison de HuR aux ARNm cibles 
(Figure 42) [271, 272]. L’efficacité de SiRNA dirigés contre HuR a été démontré dans le cancer 
ovarien chez la souris. En se fixant à HuR par compétition, les petites molécules inhibitrices 
perturbent l’interaction entre la protéine HuR et la séquence ARE de l’ARNm sur laquelle il se 
lie. La molécule inhibitrice MS-44 aurait un double effet inhibiteur, en empêchant à la fois la 
liaison de HuR avec les ARNm cibles, mais aussi la translocation de HuR dans le cytoplasme 
en bloquant sa dimérisation. Une banque de molécule a été criblée pour cibler la liaison de HuR 
aux ARNm cibles et parmi ces composés, la molécule CMLD-2 est efficace pour inhiber cette 
liaison in vitro. Un autre inhibiteur, qui est efficace in vivo, est la molécule DHTS qui cible la 
liaison de HuR aux ARNm, avec une efficacité plus ou moins élevée selon les ARNm cibles  
[264]. 
 Bien que HuR constitue une stratégie thérapeutique intéressante, le cibler pourrait 
provoquer des effets indésirables et une toxicité. En effet, HuR est une protéine ubiquitaire et 
son inhibition systémique serait délétère. Pour limiter les effets indésirables, un composé ciblant 


























En résumé, l’expression de l’hepcidine est induite par différents signaux dont le stress du 
RE. Le stress du RE induit l’expression de l’hepcidine via deux mécanismes complémentaires, 
le premier étant l’inhibition de la MT2 conduisant à l’activation de la voie BMP-SMAD, et le 
second est la stabilisation de l’ARNm de l’hepcidine par HuR. Lors de la NASH, un stress du 
RE est induit et est accompagné d’une inhibition de la MT2, d’une activation de la voie BMP-
SMAD et d’une augmentation du niveau d’hepcidine. Cette élévation du niveau d’hepcidine 
entraine des dépôts de fer hépatique pouvant potentiellement être un facteur aggravant de la 
transition de la NAFLD vers la NASH. Plusieurs questions restent ouvertes : 
x Le stress du RE est-il responsable de l’induction de l’hepcidine lors de la NASH ? 
x Le fer est-il un facteur aggravant de la transition de la NAFLD vers la NASH ? 
x La voie BMP-SMAD ou la protéine HuR sont-ils des cibles thérapeutiques efficaces 
pour le traitement de la NASH ? 
De plus, nous avons également démontré le potentiel thérapeutique du LJ000328, inhibant 
les récepteurs BMP ALK3 et ALK2, dans le contexte de l’IRIDA. La sécurité de cette molécule 
doit être testée lors de traitements plus long mais est prometteuse pour les patients atteints 
d’IRIDA, mais aussi pour les patients atteints d’anémie associée à une élévation de l’hepcidine. 
Le LJ000328 peut même être utilisé pour inhiber l’expression de l’hepcidine lorsqu’elle est 
anormalement élevée comme dans la NASH. 
En conclusion, ces différents points nécessitent d’être éclaircis mais ils conduiront à une 
meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la régulation de l’homéostasie 













Annexe 1 : Séquences des amorces utilisées en PCRq 
  Forward Réverse 













Ddit3 AGC-CAG-AAT-AAC-AGC-CGG-AAC TTC-TGC-TTT-CAG-GTG-TGG-TGG 







Elavl1 TTC-TCG-GTT-TGG-GCG-AAT-CA CCT-CTG-GAC-AAC-CCT-GTG-GT 
Xbp1 GAA-CCA-GCA-GTT-AAG-AAC-ACG AAG-CAA-CAG-TGT-CAG-ACT-CC 






Humaine   
HPRT TGC-TTT-CCT-TGG-TCA-GGC-AG AAG-CTT-GCG-ACC-TTG-ACC-AT 




ATF3 GTC-CAT-CAC-AAA-AGC-CGA-GG TGT-TTC-GGC-ACT-TTG-CAG-C 
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Iron is essential for living organisms. Indeed, it binds to oxygen in hemoglobin and myoglobin, 
and it is also a cofactor for many enzymes. On the other hand, excess iron generates free radicals 
causing cellular damage. Since there is no way to excrete iron from the body, its absorption 
must be tightly regulated. Iron is absorbed from food by the enterocytes of the duodenum and 
secondly it comes from the recycling of senescent red blood cells by macrophages. Iron 
homeostasis is regulated by hepcidin, a hepatic peptide hormone that binds to the only iron 
exporter known to date, ferroportin. This leads to its occlusion or to its degradation and 
therefore to the retention of iron inside the macrophages and enterocytes. Different signals 
regulate the expression of hepcidin. Iron, inflammation and endoplasmic reticulum stress (ER) 
induce its expression while erythropoiesis inhibits it. The main regulatory pathway for hepcidin 
expression is the BMP-SMAD signaling pathway. 
One of the major regulators of hepcidin expression is matriptase-2, a serine protease expressed 
on the surface of hepatocytes. Its role is to inhibit the BMP-SMAD pathway and thus the 
expression of hepcidin by a mechanism that is still poorly understood. The loss of function of 
matriptase-2 is associated with a pathology, Iron Deficiency Iron Deficiency Anemia (IRIDA), 
which is a rare autosomal recessive disorder. Patients with this condition have severe anemia 
and iron deficiency and currently no effective treatments are avalaible. During my PhD I tested 
the efficacy of the LJ000328, a derived of LDN193189, which is an inhibitor of the Bmp-Smad 
pathway by inhibiting ALK3 (the major type I receptor BMP regulating hepcidin expression). 
The aim of this study was to reduce hepcidin expression and thus to increase iron absorption, 
in a mouse model of IRIDA. Mice treatment during 8 weeks improves the anemia and the iron 
deficiency demonstrating that this compound could be a new therapeutic tool to treat IRIDA 
patients. 
 In addition, various pathologies are associated with deregulation of iron metabolism. 
Among these diseases, we were particularly interested in the link between iron and non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD), by determining whether iron could be an aggravating 
factor of this disease. In 30% of cases, NAFLD progress to a more severe stage of the disease, 
non-alcoholic steatohepatitis (NASH), then to cirrhosis and hepatocarcinoma. In this context, I 
characterized the regulation of hepcidin during ER stress and study the regulation of hepcidin 
and iron homeostasis in a mouse model of NASH. Tunicamycin injection induces ER stress in 
mice and increases hepcidin expression by two complementary mechanisms. The first is the 
inhibition of matriptase-2 leading to the activation of the Bmp-Smad signaling pathway and 
hepcidin expression. The second mechanism is the stabilization of the hepcidin mRNA (Hamp 
mRNA) by the RNA binding protein HuR. It is the first demonstration of the implication of 
HuR in iron metabolism. In mice fed a Methionine and Choline deficient diet (MCD) which is 
a mouse model of NASH, we also observed an ER stress accompanied by an inhibition of 
matriptase-2 and an increase of the Bmp-Smad signaling pathway and hepcidin expression. The 
inhibition of this pathway could be a new promising therapeutic approach in order to decrease 










Le fer est un oligo-élément essentiel aux êtres vivants. En effet, il se complexe à l’oxygène dans 
l’hémoglobine et la myoglobine, et il sert également de cofacteur à de nombreuses enzymes. A 
l’inverse, l’excès de fer génère des radicaux libres entrainant des dommages cellulaires. Comme 
il n’existe pas de moyen d’excréter le fer de l’organisme, son absorption doit être finement 
régulée. Le fer provient d’une part de l’alimentation où il est absorbé par les entérocytes au 
niveau du duodénum et d’autre part il provient du recyclage des globules rouges sénescents par 
les macrophages. Le maintien de l’homéostasie du fer se fait par l’hepcidine. L’hepcidine est 
une hormone peptidique hépatique qui se lie au seul exportateur de fer connu à ce jour, la 
ferroportine. Ceci entraine son occlusion ou sa dégradation et donc cela conduit à la rétention 
de fer à l’intérieur des macrophages et des entérocytes, et donc à une diminution de fer dans le 
sang. Différents signaux régulent l’expression de l’hepcidine. Le fer, l’inflammation et le stress 
du réticulum endoplasmique (RE) induisent son expression alors que l’érythropoïèse l’inhibe. 
La voie de régulation principale de l’hepcidine est la voie de signalisation BMP-SMAD.  
L’un des régulateurs majeurs de l’expression de l’hepcidine est la matriptase-2, une protéase à 
sérine exprimée à la surface des hépatocytes. Son rôle est d’inhiber la voie BMP-SMAD et donc 
l’expression de l’hepcidine par un mécanisme encore mal connu. La perte de fonction de la 
matriptase-2 est associée à une pathologie, l’IRIDA (iron refractory iron deficiency anemia) 
qui est une maladie autosomique récessive rare. Les patients atteints de cette pathologie 
présentent une anémie et une carence en fer sévères. Les traitements à l’heure actuelle sont 
contraignant. Au cours de ma thèse, j’ai testé la molécule LJ000328, un dérivé du LDN-193189 
qui inhibe ALK3 et ALK2 (les récepteurs BMP de type I majeurs régulant l’expression de 
l’hepcidine) dans un modèle murin d’IRIDA. Le LJ000328 améliore significativement la 
carence en fer et l’anémie des souris atteintes d’IRIDA après 8 semaines de traitement montrant 
un potentiel thérapeutique de cette molécule pour cette pathologie. 
De plus, différentes pathologies sont associées aux dérégulations du métabolisme du fer. Parmi 
ces maladies, nous nous sommes particulièrement intéressés au lien entre le fer et la stéatose 
hépatique non alcoolique (NAFLD), en déterminant si le fer pouvait être un facteur aggravant 
de cette pathologie. En effet dans 30% des cas, la NAFLD peut évoluer vers un stade plus 
sévère, la stéatohépatite non alcoolique (NASH), puis vers la cirrhose et l’hépatocarcinome. 
Dans ce contexte, j’ai caractérisé la régulation de l’hepcidine en réponse au stress du RE et 
étudier la régulation de l’hepcidine et de l’homéostasie du fer dans un modèle murin de NASH. 
L’injection de tunicamycine, qui provoque un stress du RE, aux souris augmente l’expression 
de l’hepcidine via deux mécanismes complémentaires. Le premier est l’inhibition de la 
matriptase-2 conduisant à l’induction de la voie Bmp-Smad et le second est la stabilisation de 
l’ARN messager de l’hepcidine par la protéine stabilisatrice HuR. Dans un modèle murin de 
NASH dans lequel les souris sont nourries avec un régime déficient en choline et en méthionine, 
un stress du RE est associé à une inhibition de la matriptase-2, conduisant à l’induction de la 
voie Bmp-Smad et donc à l’expression de l’hepcidine. Inhiber la voie BMP-SMAD afin de 
réduire l’expression de l’hepcidine et la rétention de fer à l’intérieur des cellules pourrait être 
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Titre : Régulation du métabolisme du fer et nouvelles stratégies thérapeutiques 
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Le métabolisme du fer est un paradoxe, il est à la fois essentiel pour les êtres vivants 
mais délétère lorsqu’il est présent en excès.  L’équilibre martial est maintenu par l’hepcidine, 
une hormone produite par le foie. La matriptase-2 est un inhibiteur de l’hepcidine. L’absence 
de matriptase-2 provoque la maladie IRIDA, caractérisée par une carence en fer et une anémie 
sévère. Dans cette étude, nous avons montré chez la souris, qu’une molécule supprimant 
l’hepcidine corrige l’anémie et la carence en fer lors de l’IRIDA. Ainsi, cette molécule pourrait 
être utilisée en thérapie.  
Dans ce travail, je me suis aussi intéressée au rôle du fer lors de la stéatose hépatique 
qui peut évoluer dans certain cas vers un stade plus sévère pour lequel aucun traitement existe. 
J’ai montré que l’hepcidine est augmentée dans cette maladie, piégeant le fer dans le foie, et 
pourrait, ainsi, constituer un facteur aggravant. La caractérisation de cette dérégulation m’a 
permis d’identifier une nouvelle cible thérapeutique prometteuse qui pourrait empêcher 
l’aggravation de cette maladie. 
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 Iron homeostasis is a paradox. It is both essential for living organisms but deleterious in 
excess. Iron balance is maintained by hepcidin, a hormone produced by the liver. Matriptase-2 
is an inhibitor of hepcidin expression. The absence of matriptase-2 causes IRIDA, a disease 
characterized by a severe anemia and an iron deficiency. In this study, I showed in mice that a 
hepcidin-suppressing molecule corrects the iron deficiency and the anemia of IRIDA. Thus, 
this molecule could be used in therapy. 
 In this work, I was also interested in the role of iron in fatty liver disease which can 
progress in some cases to a more severe stage for which no treatments are available. I have 
shown that hepcidin production is increased in this disease, resulting in liver iron retention that 
could be an aggravating factor. The characterization of this dysregulation has led to the 
identification of a promising new therapeutic target to prevent the disease progression. 
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